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ดวยพันธะโควาเลนท  รวมท้ังศึกษาการใชซํ้าและการเก็บเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทท่ี
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พันธะโควาเลนทมีคาต่ํากวาเอนไซมอิสระ เนื่องจากมีขอจํากัดของเครื่องเขยาทําใหปญหาการ  
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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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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

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) 



การตรึงโปรติเอสบนไคโตซานดวยพันธะโควาเลนท 
 

Immobilization of Protease on Chitosan by Covalent Bond 
 

คํานํา 
 

เอนไซมเปนตัวเรงปฏิกิริยาทางชีวภาพท่ีนํามาใชในหลายอุตสาหกรรม โดยเฉพาะอยางยิ่ง 
อุตสาหกรรมอาหาร การนําเอนไซมมาใชในวงการอุตสาหกรรมท่ัวๆ ไปจะอยูในรูปของเอนไซม
อิสระ และยังสามารถนํามาใชไดในอีกลักษณะหนึ่ง คือ ใชในแบบของเอนไซมตรึงรูป ซ่ึงจะเปน
การเปล่ียนสถานะของเอนไซมจากสารเรงปฏิกริยาท่ีเปนของเหลว ใหกลายมาเปนสารเรงปฏิกริยา
ท่ีเปนของแข็งท่ีไมละลายน้ํา หรือละลายไดนอยมาก โดยการนําเอนไซมอิสระมาจํากัดใหอยูใน 
ขอบเขตท่ีกําหนด  หรือนํามาจับยึดไวกับตัวกลางท่ีไมละลายน้ําหรือทําใหโมเลกุลเอนไซมจับ 
เช่ือมกันเองจนมีขนาดใหญขึ้น (ปราณี, 2547)   

 
เอนไซมตรึงรูปเม่ือใชงานแลวสามารถแยกนํากลับมาใชงานไดอีกหลายครั้งจนกวา

คากิจกรรม (activity) หรือความสามารถในการเรงปฏิกริยาของเอนไซมจะลดต่ําลงมาก ทําให
ประหยัดกวาการใชในรูปเอนไซมอิสระ และสามารถใชสภาวะในการทําปฏิกริยาท่ีแตกตางไปจาก
เอนไซมอิสระดั้งเดิมได ท้ังนี้ขึ้นอยูกับการเลือกชนิดของตัวกลางท่ีใชจับ กับวิธีการตรึงรูป ดังนั้น
จึงสามารถนําไปใชประโยชนไดกวางขวางมากกวาการใชเอนไซมอิสระ ซ่ึงจะตองใชสภาวะการทํา
ปฏิกิริยาท่ีจุดหนึ่งท่ีเหมาะสมเทานั้น (ปราณี, 2547) นอกจากนี้เอนไซมตรึงรูปยังสามารถ ใช
ประโยชนในอุตสาหกรรมอ่ืนอีกหลายประเภท  เชน กระบวนการน้ําเสีย การรักษาเช้ือโรค  
เทคโนโลยีชีวภาพ การแพทย และการประยุกตใชดานส่ิงแวดลอม (Gonchar and Auslender, 1995) 
 

โปรติเอสเปนกลุมเอนไซมท่ีมีคุณสมบัติในการยอยพันธะเปปไทด (peptide bond) ของ
สารจําพวกโปรตีน จึงมักถูกเรียกวาเอนไซมยอยโปรตีน (นิลวรรณ, 2548) โดยยอยใหกลายเปนสาร
โมเลกุลเล็กๆ สามารถพบไดท้ังในพืชและสัตว และนอกจากนี้เอนไซมโปรติเอสยังสามารถผลิตได
จากพวกจุลินทรียตางๆ ปจจุบันนี้การใชเอนไซมเพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็วและมีบทบาทอยางมากใน
อุตสาหกรรมท่ีเกี่ยวของกับเทคโนโลยีชีวภาพ โดยเฉพาะอุตสาหกรรมอาหาร วิทยาศาสตร
การแพทย อุตสาหกรรมยา อุตสาหกรรมเคมี และแหลงเช้ือเพลิงชีวภาพ  ดังนั้นการตรึงเอนไซม 
เพ่ือนํากลับมาใชใหม อาจเปนวิธีหนึ่งในการลดตนทุนในการผลิต 
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 ไคโตซานเปนพอลิเมอรธรรมชาติชนิดหนึ่งท่ีนิยมใชกันอยางกวางขวางสําหรับเปนตัวกลาง 
ท่ีใชในการตรึงรูปเอนไซม  (Chang and Juang, 2005)  นอกจากนี้ไคโตซานเปนวัสดุชีวภาพท่ีมี
ความหลากหลายและมีสมบัติท่ีโดดเดน อาทิ มีคุณสมบัติในการดูดซับและจับตรึงท่ีดี (Pereira et  
al., 2003) สามารถทนอุณหภูมิไดสูงโดยมีคา Tg (glass transition temperature) ประมาณ 154 องศา
เซลเซียส (Seshadri et al., 2005) มีความเปนประจุบวกสูง สามารถทําเปนแผนฟลม มีความเขากัน
ไดทางชีวภาพ สามารถยอยสลายไดตามธรรมชาติ ไมมีพิษและเปนมิตรกับส่ิงแวดลอม ดังนั้น      
ไคโตซานจึงสามารถนํามาประยุกตใชในผลิตภัณฑและอุตสาหกรรมตางๆ ไดอยางมากมาย อาทิ
เชน ดานอาหาร ดานการเกษตร ดานการบําบัดน้ําเสีย ดานส่ิงทอ และ ดานการแพทย ไคโตซาน   
จึงเปนพอลิเมอรชนิดหนึ่งท่ีเหมาะสมสําหรับการตรึงรูปเอนไซม 

 
แนวทางการศึกษาวิจัยในครั้งนี้จึงใหความสนใจในการศึกษาการตรึงเอนไซม โดยการใช

เอนไซมโปรติเอส มาตรึงไวบนพอลิเมอรดังกลาว เนื่องจากโปรติเอส มีจุดดอยคือ ราคาแพงจึงมี
แนวคิดท่ีจะนําโปรติเอสมาตรึงไวบนพอลิเมอร  เพ่ือท่ีจะสามารถนํากลับมาใชใหมหลาย ๆ รอบ 
เปนการลดตนทุนในการผลิต  โดยมีจุดประสงคในการศึกษาการตรึงโปรติเอสบนพอลิเมอรดวย
พันธะโคเวเลนท เพ่ือนําไปใชในกระบวนการผลิตในระดับอุตสาหกรรมโดยทําการศึกษาในระดับ
ปฏิบัติการเพ่ือนําไปสูการใชงานจริงในอนาคตดานอ่ืนๆ ตอไป 

 



วัตถุประสงค 
 

1. ศึกษาการตรึงโปรติเอสบนไคโตซานดวยวิธีโควาเลนทและวิธีหอหุม 
 
2. ศึกษาเสถียรภาพการทํางานของเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทท่ีอุณหภูมิและ  

พีเอชตางๆ  
 

3. ศึกษาประสิทธิภาพการใชงานของเอนไซมท่ีถูกตรึงดวยพันธะโควาเลนท 
 

4. ศึกษาอิทธิพลของการถายโอนมวลระหวางเอนไซมกับซับสเตรตของเอนไซมตรึงรูป
ดวยพันธะโควาเลนท 
 

5. ศึกษาจลนพลศาสตรและการเส่ือมสภาพดวยความรอนของเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะ
โควาเลนทเม่ือเปรียบเทียบกับเอนไซมอิสระ 

 
ขอบเขตการวิจัย 

 
 การศึกษาสัณฐานวิทยาและการกระจายตัวขนาดรูพรุนเทานั้นท่ีเปนการเปรียบเทียบ
ระหวางเอนไซมท่ีตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทและแบบหอหุม  และการศึกษาในดานๆ อ่ืนจะเปน
การศึกษาโดยใชเอนไซมโปรติเอสท่ีตรึงรูปบนไคโตซานดวยพันธะโควาเลนทเทานั้น   



การตรวจเอกสาร 
 

เอนไซมโปรติเอส 
 

เอนไซมโปรติเอสเปนกลุมเอนไซมท่ีมีคุณสมบัติในการยอยพันธะเปปไทด (peptide bond)  
ของสารจําพวกโปรตีน จึงมักถูกเรียกวาเอนไซมยอยโปรตีน โดยยอยใหกลายเปนสารโมเลกุลเล็กๆ 
เอนไซมหลายชนิดจัดอยูในกลุมของเอนไซมโปรติเอสและสามารถแบงประเภทออกเปนประเภท
ยอยๆ ไดอีก โดยเกณฑท่ีใชในการแบงใชความสามารถในการยอยสลายโปรตีนในซับสเตรทท่ีมี
โครงสรางซับซอนตางๆ เอนไซมโปรติเอสตางชนิดกันชอบยอยพันธะเปปไทดตรงตําแหนงท่ี
ตางกัน (นิลวรรณ, 2548) 
 

เอนไซมโปรติเอสสามารถพบไดท้ังในพืชและสัตว พืชท่ีนํามาสกัดเอนไซมโปรติเอส เชน 
ตนมะละกอ (carica papaya) ตนสัปปะรด (anana sativa pineapple) ตน figs (ficus carica, ficus 
glabrata) ตน artichokes (cynera cardunculus)  นอกจากนี้เอนไซมโปรติเอสยังสามารถผลิตไดจาก
พวกจุลินทรียตางๆ แตมีแคจุลินทรียบางชนิดเทานั้นท่ีสามารถนํามาใชผลิตในเชิงอุตสาหกรรมได 
เพราะใหผลได (yield) จากการผลิตท่ีสูงและเอนไซมโปรติเอสท่ีผลิตไดจะออกมาอยูนอกเซลล ทํา
ใหสามารถสกัดแยกไดงาย ไมไดเปนเอนไซมท่ีผลิตแลวอยูในเซลลจึงไมตองทําการแยกเอนไซม
ออกจากเซลล ซ่ึง 70 เปอรเซ็นตของปริมาณเอนไซมโปรติเอสท่ีใชในอุตสาหกรรมไดมาจากการ
เพาะเล้ียงจุลินทรีย จุลินทรียท่ีใชผลิตได เชน แบคทีเรีย (B.licheniformis) รา (A.candidus, A.flavor, 
A.oryzae, A.niger) หรือพวกยีสต เปนตน 

 
โปรติเอสแบงกลุมตามกลไลการทํางานได 4 ประเภท คือ โปรติเอสซีรีน (serine protease) 

โปรติเอสซัลไฟดริล (sulfhydryl protease) โปรติเอสมีโลหะ (metal-containing protease) และ     
โปรติ เอสกรด (acid protease) โดย Aspergillus oryzae โปรติ เอส เปนโปรติ เอสท่ีไดมาจาก
เช้ือจุลินทรีย มีคุณสมบัติเหมือนโปรติเอสมีโลหะ (Laszlo,1990) ซ่ึงนําไปใชในดานอุตสาหกรรม
อาหารหลายประเภท ดังแสดงในตารางท่ี 1 และนอกจากนี้ โปรติเอสท่ีไดจากเช้ือจุลินทรียตางๆ    
มีความสําคัญทางคา เม่ือเทียบกับโปรติเอสอ่ืนๆ ดังแสดงในตารางท่ี 2  
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ตารางที่ 1  ความสําคัญของโปรติเอสในดานอุตสาหกรรมอาหาร  
 

ผลิตภัณฑ/ชนิดอุตสาหกรรม วัตถุประสงค หรือลักษณะปฏิกิริยา 
การใชเอนไซม 

ผลิตภัณฑขนมอบ 
 
 
เครื่องดื่มมีแอลกอฮอล 
 
 
ธัญชาต ิ
 
 
 
เนยแข็ง 
 
ไขและผลิตภัณฑจากไข 
อาหารสัตว 
 
ไฮโดรไลเสตของโปรตีน 
 
ไวน เบียร 
 
 
เนื้อสัตว 
ผงซักฟอก 

เพ่ิมความนุมในแปงนวด ลดเวลานวด เพ่ือการยืดของ
แปงนวด ทําใหลักษณะของขนมปงมีความเปนรูพรุน
สมํ่าเสมอ ขนาดกอนโต 
พัฒนาใหมีเนื้อ กล่ินรส และคุณคาทางอาหารในระหวาง
การหมัก และชวยเพ่ิมประสิทธิภาพการกรอง การทําให
ใส และลดการตกตะกอนระหวางการแชเย็น 
1. เพ่ือดัดแปรโปรตีนในธัญชาติ ซ่ึงจะชวยเพ่ิมอัตรา

การทําแหงตลอดท้ังจะชวยปรับปรุงลักษณะของ
ผลิตภัณฑ 

2. ใชในอุตสาหกรรมผลิตมิโซและเตาหู 
1. เกิดการตกตะกอนโปรตีนนม 
2. เกิดกล่ินรสระหวางการบมเนยแข็ง 
ปรับปรุงสมบัติดานการทําแหง 
การยอยสลายโปรตีนจากของเหลือท้ิงใหเปนกรดอะมิ-
โนหรือสารแปปไทดสายส้ันสําหรับผสมในอาหารสัตว 
กระบวนการผลิตน้ําซอสปรุงรส น้ําปลา และน้ําซุปจาก
วัตถุดิบท่ีมีโปรตีน ท้ังจากพืช สัตว 
กระบวนการแยกตะกอนโปรตีน ทําใหผลิตภัณฑใส อาจ
เพ่ิมฟองในเบียรได ทําใหผลิตภัณฑมีสัดสวนของ
โปรตีนละลายน้ําได มากขึ้น เพ่ิมเนื้อใหผลิตภัณฑดวย 
กระบวนการทําใหเนื้อนุม 
ผสมในสารซักฟอกเพ่ือละลายส่ิงสกปรกท่ีเปนโปรตีน 

ที่มา: ปราณี (2547) 
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ตารางที่ 2  การคาขายโปรติเอสในตลาดโลก  
 

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) 
 

เอนไซมตรึงรูป 
 
 เอนไซมตรึงรูป (immobilized enzymes) คือ เอนไซมท่ีถูกกําหนดหรือทําใหมาอยูใน
ขอบเขตท่ีจัดไว อาจมีโมเลกุลใหญขึ้นดวยการเช่ือมพันธะเคมี หรือไมมีพันธะเคมี ละลายน้ําไดยาก
ขึ้น หรือไมไดเลย มีผลใหเอนไซมเปล่ียนจากสถานะตัวเรงปฏิกิริยาท่ีเปนของเหลว กลายเปนตัวเรง
ปฏิกิริยาท่ีเปนของแข็งขณะทําปฏิกิริยา (solid catalysts) (ปราณี, 2547) 
  
1.  ขีดจํากัดของการใชเอนไซมอิสระ  
 

เอนไซมอิสระมีขีดจํากัดมากมาย (ปราณี, 2547) คือ  
 
1.1 เอนไซมอิสระไมเสถียร  
 
1.2 เอนไซมอิสระใชงานในลักษณะไมตอเนื่องหรือใชครั้งเดียว (batch)  
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1.3 เอนไซมอิสระ ถาจะใหมีกิจกรรมเอนไซมสูงตองทําใหบริสุทธ์ิกอนการใชงาน  
 
1.4 เอนไซมอิสระจะผสมปนลงไปในสารละลายของซับสเตรตและผลผลิต ทําใหแยก 

ออกไมได และเนื่องจากเอนไซมเปนโปรตีน จะเกิดการปนเปอนในลักษณะสารปนเปอนโปรตีน 
(proteineous contaminants) โดยเฉพาะถาอยูในอาหารจะเกิดเปนตะกอนเม่ือถึงระดับอุณหภูมิและ 
พีเอชของโปรตีนชนิดนั้น จะแยกออกไดตองใชกรรมวิธีเพ่ิมเติม กลาวคือผานหนวยแยกอีกครั้ง   

 
1.5 เอนไซมอิสระ มีสภาวะทําปฏิกิริยาจําเพาะ ฉะนั้นบางครั้งอาจไมเหมาะสมใน

กระบวนการแปรรูปอาหาร หรืออุตสาหกรรมท่ีตองใชเอนไซมนั้นๆ  
 
1.6 เอนไซมอิสระ สวนใหญละลายน้ํา ละลายในสารละลายได ฉะนั้นจะนํามาใชใน

ลักษณะตัวเรงปฏิกิริยาท่ีเปนของแข็งไมได มีผลใหไมสามารถใชงานกับเครื่องปฏิกรณประเภท
ตางๆ เชน ฟลูอิไดซเบด (fluidized bed) เบดบรรจุ (packed bed) ในระบบตอเนื่องได 

  
1.7 เอนไซมอิสระในอุตสาหกรรมมีตนทุนการใชงานสูง  
 
1.8 เอนไซมอิสระในเซลลจุลินทรีย (intracellular enzymes) เม่ือนํามาใชงานตองผาน

กระบวนการสกัดและทําบริสุทธ์ิกอน  
 
1.9 เอนไซมอิสระกอพิษตอผูใช ในลักษณะของการสูดหายใจ การสัมผัสในปริมาณมาก 

 
ดวยขีดจํากัดของเอนไซมอิสระเหลานี้ จึงเปนทางออกท่ีนําไปสูการแกปญหาโดยการนํา

เทคโนโลยีของเอนไซมตรึงรูปมาประยุกตใชงานในดานตางๆ อยางไรก็ตาม ผลกระทบท่ีเกิดจาก
เอนไซมตรึงรูปก็มีดวยเชนกัน  

 
2.  ผลกระทบของการทําเอนไซมตรึงรูป (ปราณี,2547) 

 
คากิจกรรมอาจถูกกระทบกระเทือน เนื่องจากการยึดโมเลกุลของเอนไซมกับตัวพยุงมีผล

ใหโครงรูปสามมิติ (conformation) เปล่ียนไป และอาจมีผลตอหมูเคมีท่ีอยูในบริเวณเรงดวย 
นอกจากนี้ความไมเขากันของตัวพยุงกับซับสเตรต ทําใหการเขาถึงซับสเตรตของเอนไซมแย  เม่ือ
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เอนไซมตรึงรูปมีลักษณะเปนแคทาลิสตแข็ง (solid catalyst) จะเกิดปญหาดานการถายเทมวล
ภายนอกและภายใน (external and internal mass transfer) ถาแคทาลิสตนั้นมีรูพรุนเพ่ิมดวย 

 
3.  ประโยชนของเอนไซมตรึงรูป 
 
 เอนไซมตรึงรูปมีโอกาสเพ่ิมคากิจกรรม (activity) และเสถียรภาพของเอนไซมได ถาวิธี
เหมาะสม สามารถใชกับระบบเอนไซมหลายชนิดได ในลักษณะ in vitro ได สามารถใชซํ้า ใช
ตอเนื่อง ใชเปนเครื่องมือวิเคราะห ใชสภาวะการทําปฏิกิริยาท่ีตางไปจากเอนไซมอิสระเดิมได   
ท้ังนี้ขึ้นกับชนิดตัวพยุงและวิธีการตรึงรูป และสามารถนําไปใชใหเหมาะสมกับเครื่องปฏิกรณ
เอนไซมได ท้ังนี้ขึ้นกับรูปรางตัวพยุง และลักษณะของซับสเตรต (ปราณี, 2547) 
 
4.  พอลิเมอรที่ใชในการตรึงเอนไซม 
 

พอลิเมอรท่ีใชในการตรึงเอนไซม มีท้ังพอลิเมอรธรรมชาติเชน ไคโตซาน (chitosan) 
เซลลูโลส (cellulose) เปนตน และพอลิเมอรสังเคราะหเชน พอลิเอไมด (polyamide) พอลิ          
โพรไพลีน (polypropylene) พอลิสไตรีน (polystyrene) พอลิเอธิลีน (polyethylene) พอลิเมทิล              
เมทาอะคริเลต (poly(methyl methacrylate), PMMA) และ พอลิเอทธิลีนไนมีน (polyethylenimine) 
เปนตน การใชพอลิเมอรสังเคราะห ถึงแมวาจะมีราคาท่ีสูงกวาพอลิเมอรธรรมชาติ แตก็มีขอด ีดังนี้  

 
4.1 ทนทานตออุณหภูมิและพีเอชท่ีรุนแรงและทนตอการยอยสลายทางชีวภาพไดดี  
 
4.2 คุณสมบัติของความชอบน้ําและความไมชอบน้ํา (hydrophilic-hydrophobic) สามารถ

ปรับใหตรงกับความตองการไดโดยการเลือกโคมอนอเมอร (co-monomer) ท่ีเหมาะสมขณะทําการ
สังเคราะห  

 
4.3 สัณฐานวิทยา (morphology) สามารถเปล่ียนแปลงไดโดยเติมชนิดและสารท่ีเหมาะสม 

ขณะทําการสังเคราะห  
 
4.4 การปรับสภาพผิว (surface modifications) สามารถทําไดดวยการเติมหมูฟงกชันท่ีไวตอ

ปฏิกิริยา (reactive groups)  
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5.  หมูตางๆ บนตัวพยุงที่เชื่อมกับหมูไวปฏิกิริยาของเอนไซม 
 
 ตัวพยุงบางชนิดสามารถทําใหมีหมูท่ีไวตอการเช่ือมกับหมูตางๆ ของเอนไซมไดโดย
วิธีการตางๆ กัน ตามลักษณะหมูไวปฏิกิริยานั้นๆ เชน หมูไดอะโซเนียม (diazonium group:-N+≡N) 
หมูแอซิดเอไซด (acid azide group: -N=N+=N-)  หมูไอโซไซยาเนต (isocyanate group: -N-CO)  
หมูไอโซไทโอไซยาเนต (isothiocyanate group –N-CS)  หมูแอกทีฟเฮไลด (active halide group: -
Br, -I, -F, -Cl)  หมูแอกทีฟไซยาโน (active cyano group: -C≡N)   หมูแอกทีพอะมิโน ( active 
amino group: -NH2)  หมูแอกทีฟคารบอกซิล (active carboxyl group: -COOH)  หมูแอกทีฟได
ซัลไฟด (active disulfide group: -S-S) และ หมูแอกทีพอัลดีไฮด (active aldehyde group: -CHO) 
 
6.  กระบวนการทําเอนไซมตรึงรูป 
 
 แบงกระบวนการทําเอนไซมตรึงรูปตามแผนภาพท่ี 1  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1  กระบวนการทําเอนไซมตรึงรูป แบงเปนวิธีการทางเคมีและการทางกายภาพ            

กระบวนการทําเอนไซมตรึงรูป 

กระบวนการทางเคมี กระบวนการทางชีวภาพ 

 การเชื่อมพันธะ 

กับตัวพยุง 
 การเชื่อมขวาง  การหอหุม 

   ในเมทริกซ 
 การหอหุม 

   ในเมทริกซ 

 โควาเลนท 
 ไอออน 

 การดูดซับ 

 การเช่ือมขวาง
ระหวางเอนไซม 

 การเช่ือมขวาง
ระหวางเอนไซม
และตัวพยุง 

 ไฟเบอร 
 อนุภาค 

 เยื่อกรอง
อัลตรา 

 แคปซูลเล็ก 

ที่มา: ปราณี (2547) 
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ภาพที่ 2  กระบวนการทําเอนไซมตรึงรูปตามวิธีเช่ือมตัวพยุง วิธีเช่ือมขวาง และวิธีหอหุม  
ที่มา: ปราณี (2547) 
 
7.  วิธีการตรึงรูป  
 
 วิธีการตรึงรูปเอนไซมแบงเปน 3 วิธี  คือ การเช่ือมกับตัวพยุง การเช่ือมขวาง และวิธีหอหุม 
(ปราณี, 2547) ดังรายละเอียดตอไปนี ้
 

7.1 วิธีการเช่ือมกับตัวพยุง (carrier binding method) เปนการเช่ือมเอนไซมกับตัวพยุง การ
เช่ือมมีท้ังส้ิน 3 วิธีคือ การดูดซับทางกายภาพ (physical adsorption method) เช่ือมดวยพันธะ        
ไอออนิก (ionic binding method) และเช่ือมดวยพันธะโควาเลนท (covalent binding method) 

 
7.1.1  วิธีการดูดซับทางกายภาพ (physical adsorption method) คือ การดูดซับของ

เอนไซมบนพ้ืนผิวภายนอกของตัวพยุงท่ีไมละลายน้ํา วิธีการตรึงรูปวิธีนี้จะไมมีผลกระทบตอโครง
รูปสามมิติ เนื่องจากไมมีพันธะเคมีเกิดขึ้น และแรงเกาะกันระหวางเอนไซมกับตัวพยุงออนมาก 
ดังนั้นการนําตัวพยุงกลับมาใชซํ้าสามารถทําไดงาย เหมาะกับตัวพยุงราคาแพง ซ่ึงพันธะท่ีเกิดขึ้นใน
วิธีนี้จะเปนพันธะไฮโดรเจน (hydrogen bonding) แรงวันเดอวาวส (van der waals force) และ แรง
กระทําระหวางสวนท่ีไมชอบน้ํา (hydrophobic interaction) และวิธีนี้อาจมีผลตอกิจกกรรมของ
เอนไซมบางเล็กนอยในลักษณะของการหมุนตัวของเอนไซมเพ่ือจับกับซับสเตรต (stereospecific 
effect) การตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้ทําไดโดยผสมสารละลายเอนไซมกับตัวพยุงท่ีใชตรึง ภายใต
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สภาวะท่ีเหมาะสม ท้ิงไวเพ่ือใหมีการจับกัน จากนั้นแยกเอนไซมท่ีถูกตรึงออกดวยการเหวี่ยงหรือ
การกรอง ตัวอยางตัวพยุงท่ีนิยมใชตรึงรูปเอนไซมดวยวิธีนี้ ไดแก เบนโทไนต (bentonite) เจล
แคลเซียมฟอสเฟต (calcium phosphate gel) ถานกัมมันต (activated carbon)  แกวพรุน (porous 
glass) โคลนกรด (acid clay) คาโอลิไนต (kaolinite) อะลูมินา (alumina) และพอลิเมอรธรรมชาติ 
อาทิ แปง กลูเทน คอลลาเจน 

 
7.1.2  วิธีการเช่ือมดวยพันธะไอออนิก (ionic binding method) คือการเช่ือมระหวาง

โปรตีนของเอนไซมกับตัวพยุงท่ีไมละลายน้ําโดยใชพันธะไอออนิก ตัวอยางตัวพยุงท่ีนิยมใชตรึง
รูปเอนไซมดวยวิธีนี้ ไดแก สารท่ีมีอนุมูลแลกเปล่ียนประจุ (ion-exchange residue) เชน พอลิ
แซ็กคาไรด (polysaccharide) และพอลิเมอรสังเคราะห เปนตน ซ่ึงอนุมูลประจุในตัวพยุงและใน
เอนไซมตองตางกัน เชน เอนไซมมีอนุมูลประจุบวก (anionic residue) เชน กลูโคอะไมเลส 
(glucoamylase) และตัวพยุงมีอนุมูลประจุลบ (cationic residue) เชน DEAE-cellulose และ DEAE-
sephadex เปนตน 

 

7.1.3  วิธีการเช่ือมดวยพันธะโควาเลนท (covalent binding method) คือการเช่ือม
พันธะระหวางเอนไซมกับตัวพยุงดวยพันธะโควาเลนท วิธีนี้มีผูนํามาศึกษามากท่ีสุด และเนื่องจาก
พันธะโควาเลนทตองผานขั้นตอนการสลายของพันธะโควาเลนทท่ีแข็งแรง และเสถียรมาก ดวย 
เหตุนี้ภาวะของปฏิกิริยาการเกิดพันธะโควาเลนทจึงคอนขางรุนแรง และมีผลโดยตรงตอบริเวณ   
เรงของเอนไซม และโครงรูปสามมิติดวย ผลกระทบดังกลาวมีท้ังชวยใหคากิจกรรมสูงขึ้นและ
ลดลง ได ท้ัง 2 กรณี ขึ้นอยูกับสภาวะการตรึงท่ีทดลอง ซ่ึงการตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนท  
สามารถทําได 7 วิธียอยๆ ดังนี ้

 
 ก.  วิธีไดเอโซ (diazo method) คือการสรางพันธะระหวางเอนไซมและตัวพยุงท่ี

มีอนุพันธไดเอโซเนียม (-N+=N) เรียกกระบวนการนี้วา ไดเอโซไทเซช่ัน (diazotization) เชน 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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เอนไซมท่ีสามารถสรางพันธะโควาเลนทโดยวิธีนี้ไดแก เอนไซมท่ีมีหมูอะมิโนอิสระมีหมูอิมิดา
โซลหรือหมูฟนอลิกไฮดรอกซิล 
 

 ข.  วิธีการเช่ือมดวยพันธะเปปไทด (peptide binding method) คือ การเช่ือม
ระหวางโมเลกุลเอนไซมและตัวพยุง ดวยพันธะเปปไทดสังเคราะห (-CO-NH-) ซ่ึงมี 2 ลักษณะ คือ 

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

ปฏิกิริยา เชน อนุพันธของ acid azide  คลอไรด  และไอโซไซยาเนต เปนตน แลวเช่ือมกับหมูอะมิ
โนของเอนไซม ตัวอยางปฏิกิริยาท่ีตัวพยุงถูกทําใหเปนอนุพันธคลอไรด แสดงดังภาพท่ี 4 

 
  
 

 
 

ภาพที่ 4  ปฏิกิริยาท่ีตัวพยุงถูกทําใหเปนอนุพันธคลอไรด 
 

2) ใชสารควบแนน ไดแก คารโบไดอิไมด (carbodiimide) และ Woodward’s reagent K 
เปนตัวกลางสรางพันธะเปปไทด เม่ือพันธะเปปไทดเกิดขึ้นแลว สารควบแนนจะถูกปลอยกลับ    
คืนมาดังเดิม 
 

 ค.  วิธีการเติมหมูอัลคิล (alkylation method) คือการเช่ือมพันธะโควาเลนท
ระหวางหมู อะมิโน ฟนอลิก หรือซัลไฟดริล ของเอนไซมกับหมูเฮไลด (halide) ของตัวพยุงแบบ 
alkylation แสดงดังภาพท่ี 5 
 
 
 
 
 
 
 
 

                    SOCl2                   NH2-enzyme 
R-COOH                  R-COCl                         R-CONH-enzyme 
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ภาพที่ 5  ปฏิกิริยาการเติมหมูอัลคิล 
 

 ง.  วิธีการเช่ือมพันธะดวยสารท่ีมีหมูฟงกชัน 1 คู  (bifunctional reagents 
binding method) เปนการเช่ือมขวางระหวางตัวพยุงและเอนไซมดวยสารเช่ือมขวาง (cross-linkers) 
ซ่ึงจะเช่ือมระหวางหมูอะมิโนของตัวพยุงกับหมูอะมิโนของเอนไซม สารเช่ือมขวางอาจเปนพวก
สารท่ีมีหมูฟงกชัน 2 หมู (bifunctional reagents) ท่ีทําหนาท่ีเดียวกัน ตัวอยางสารท่ีมีหมูฟงกชัน 1 คู
ท่ีรูจักกันแพรหลาย เชน กลูตารัลดีไฮด (glutaraldehyde) ซ่ึงมีหมูอัลดีไฮด 2 หมู ท่ีสามารถเช่ือมกับ
หมูอะมิโนของตัวพยุงกับเอนไซม ดวยวิธีการสรางชิฟเบส (schiff base) แสดงดังภาพท่ี 6 

 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 6  ปฏิกิริยาการสรางชิฟเบส  ซ่ึงก็คือหมูฟงกชัน –C=N-X  โดยท่ี X คือหมูเอริลหรืออัลคิล  
               แตตองไมใชไฮโดรเจน 

  
จ.  วิธีการเช่ือมกับตัวพยุงดวยปฏิกิริยาอุงิ (ugi reaction binding method) เปนวิธี

ผสมของการทําใหสารประกอบในปฏิกิริยาซ่ึงประกอบดวยหมูไวตอปฏิกิริยา เชน อัลดีไฮด 
(aldehyde, R1) คีโตน (ketone, R2)  เอมีน (amine, R3-NH2) ไอโซไซยาไนด (isocyanide, R4-NC)  
และคารบอกซิล (carboxyl, R5-COOH) ท้ังนี้ตัวพยุงและเอนไซมตองมีหมูไวตอปฏิกิริยาเหลานี้

                         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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อยางใดอยางหนึ่งก็ได เพ่ือทําใหเกิด N-substituted amide (R4-NH-CO-CR1R2-NR3-CO-R5) ท้ังนี้ตัว
พยุงตองเปนตัวพยุงท่ีไมละลายน้ํา ซ่ึงอาจมีหมูใดก็ไดจาก 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)) จะทําปฏิกิริยากับสารคารบอนีล 
(carbonyl compound (R1,R2)) เกิด immonium ion 
 
              2. ไอออนแอมโมเนียม (immonium ion) จะทําปฏิกิริยาเกาะคู (couple) กับ
ไอโซไซยาไนด (isocyanide (R4)) และสารคารบอกซิล (carboxyl compound (R5)) เกิดเปนเอไมด 
(amide) 
 
ดังนั้นถาหากวา R1-  R5 อันหนึ่งอันใดเปนตัวพยุง ก็จะเกิดการตรึงรูปของเอนไซมบนตัวพยุง ดัง
ตัวอยางในภาพท่ี 8  ท่ีใช R5 เปนตัวพยุง 
 
 
 

-H2O 

+R4-NC 
+R5COO- 
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ภาพที่ 8  ปฏิกิริยาอุงิ เม่ือตัวพยุงมีหมูคารบอกซิล 

 
ปฏิกิริยาขางตนนี้เกิดจากตัวพยุงท่ีไมละลายน้ําท่ีมีหมูคารบอกซิล (R5) ผสมรวม

กับสารละลายเอนไซมซ่ึงมีหมูอะมิโน (H2N-enzyme, R3) จากนั้นเติมอะเซทัลดีไฮด (acetaldehyde 
(CH3CHO, R2) และ 3-dimethylaminopropylisocyanide (R4) กวนสารละลายท้ังหมดเปนเวลา 6 
ช่ัวโมงท่ีพีเอช 6.5 ซ่ึงปรับโดยสารละลายไฮโดรคลอริก 0.5 นอรมอล (0.5N HCl) จะไดเอนไซม
ตรึงรูปในลักษณะ N-substituted amide 

 
 ฉ.  วิธีการเช่ือมพันธะโดยการแลกเปล่ียนหมูไทออล (thiol, -SH) เปน             

ไดซัลไฟด (disulfide) ซ่ึงเปนวิธีการตรึงรูปแบบแลกเปล่ียนหมูไทออลของเอนไซมและตัวพยุง ซ่ึง
การตรึงรูปวิธีนี้คอนขางจํากัดกับเอนไซมยูริเอสเทานั้น (มีหมูไทออล) แตปจจุบันก็มีการศึกษากับ
เอนไซมท่ีไมมีหมูไทออล เชน -อะไมเลส ซ่ึงตองเติมหมูไทออลใหกับเอนไซมกอน (thiolation) 

 
ช.  วิธีการเช่ือมพันธะกับตัวพยุงดวยวิธีอ่ืนๆ ไดแก 
 

                      1)  การใชแปงไดอัลดีไฮด (dialdehyde starch, OHC-starch-CHO) ซ่ึงเปนตัว
พยุงท่ีมีหมูอัลดีไฮด 2 หมู สามารถใชเปนตัวพยุงในการจับกับหมูอะมิโนของเอนไซมแบบปฏิกิริยา
ชิฟเบส ไดแก การตรึงรูปปาเปน (papain) 

 
                      2)  การใชพอลิ (4-ฟอร มิล-เมทอกซีฟนอล) เมทาอะคริเลต หรือ poly         

(4-formyl-methoxyphenol) methacrylate เปนตัวพยุงท่ีมีหมูอัลดีไฮดท่ีไวตอปฏิกิริยา จะทําปฏิกิริยา
กับหมูอะมิโนของเอนไซมเชนเดียวกับขอ ก. 

                     H3C           
R-COOH +                   NCH2CH2CH2NC  +  CH3CHO  +  enzyme 
 (ตัวพยุง)        H3C 
 
                                           CH3                                    CH3 
                      R-CONCHCONHCH2CH2CH2N 
                                      Enzyme                                   CH3 



 

16

                      3)  วิธีการสรางพันธะกัวนิดีน (guanidine) 
 

                      4)  วิธีการตรึงรูปเอนไซมรวมกับโคแฟกเตอร  
 

7.2 วิธีการเช่ือมขวาง (cross-linking method) การทําเอนไซมตรึงรูปวิธีนี้อาศัยวิธีการสราง
พันธะเคมีเหมือนกับวิธีการสรางพันธะโควาเลนท แตวิธีนี้ไมตองใชตัวพยุง   เอนไซมจะถูกตรึงรูป
ดวยการสรางพันธะเช่ือมขวางระหวางโมเลกุลของเอนไซมโดยใชสารเช่ือมขวาง (cross-linkers) ทํา
หนาท่ีเช่ือมระหวาง 2 โมเลกุลหรือมากกวา (bi-or multifunctional reagents) ซ่ึงมีผลใหเอนไซม
หลายโมเลกุลเกาะกลุมกลายเปนโมเลกุลใหญละลายน้ําไดนอยลง ตัวอยางสารเช่ือมขวางไดแก 
กลูตารัลดีไฮด (glutaraldehyde) อนุพันธไอโซไทโอไซยาเนต (isothiocyanate derivative) อนุพันธ
ไอโซไซยาเนต (isocyanate derivative) และ ไบซไดอะโซเบนซิดีน (bisdiazobenzidine) เปนตน 
และเนื่องจากวิธีนี้กอใหเกิดพันธะโควาเลนทระหวางโมเลกุลเอนไซม ฉะนั้นจะมีผลตอโครงรูป
สามมิตแิละกิจกรรมเอนไซมไดงาย 

 
7.3 วิธีหอหุม (entrapping method) เปนวิธีการตรึงรูปแบบรวมเอนไซมอิสระไวในชองวาง

ของตาขายพอลิเมอร  หรือหอหุม เอนไซมอิสระไวดวยเยื่อบางท่ียอมใหสารซึมผานได 
(semipermeable membrane) การตรึงเอนไซมดวยวธีินี้แตกตางจากการตรึงเอนไซมดวยวิธีทางเคมี 
โดยท่ีการตรึงจะไมมีการเช่ือมพันธะเคมีใด ๆ ระหวางเอนไซมและพอลิเมอร หรือแผนเมมเบรนท่ี
ลอมรอบ จึงสามารถใชตรึงเอนไซมไดทุกชนิดรวมท้ังเซลลและองคประกอบตาง ๆ ของเซลล ท้ังท่ี
มีขนาดและคุณสมบัติแตกตางกันก็ตาม การตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้ทําใหความสามารถในการกระตุน
ปฏิกิริยาของเอนไซมลดลงเพียงเล็กนอยเทานั้นเม่ือเทียบกับการตรึงเอนไซมท่ีใชพันธะทางเคมี 
 

การใชไคโตซานเปนตัวพยุงสําหรับการตรึงเอนไซม 
  

ไคโตซาน คือ สารพอลิเมอรชีวภาพท่ีสกัดจากไคติน ช่ือทางเคมีคือ Poly [β-(14)-2-
amino-2-deoxy-D-glucopyranose] ซ่ึงเปนอนุพันธของไคตินท่ีตัดเอาหมูอะซิทิล (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 เปน glucosamine) ออกตั้งแต 50 เปอรเซ็นตขึ้นไป   ผลิตภัณฑไคโตซานท่ีไดจะมี
คุณภาพและสมบัติแตกตางกันไปขึ้นอยูกับเทคนิคและขั้นตอนการผลิต รูปท่ี 9 และ 10  เปน
ลักษณะโครงสรางของ ไคติน และไคโตซาน ตามลําดับ 
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ภาพที ่9  โครงสรางทางเคมีของไคติน  
ที่มา: พูนทรัพย (2552) 
 

 
 
ภาพที ่10  โครงสรางทางเคมีของไคโตซาน 
ที่มา: พูนทรัพย (2552) 
  

ไคโตซานเปนตัวพยุงท่ีใชกันอยางกวางขวาง เนื่องจากไคโตซานมีราคาถูก และไมเปน
อันตรายกับเอนไซม (Kumer,2000) และนอกจากนี้ไคโตซานไมละลายน้ําแตสามารถละลายไดใน
สารละลายหลายชนิด ไดแก สารละลายอินทรียเจือจาง เชน กรดฟอรมิก กรดอะดินิก กรดแลคติก 
กรดไพรูวิก กรดมาลิก กรดทารทาริก กรดซิตริก กรดไนตริก กรดไฮโดรคลอริกเจือจางและกรด
เปอรคลอริก ละลายไดนอยในกรดฟอสฟอริก แตไมละลายในกรดซัลฟูริก ปกติแลวไคโตซานท่ีได
จะมีสวนผสมของน้ําตาล N-acetyl-D-glucosamine และ glucosamine อยูในสายพอลิเมอรเดียวกัน 
ซ่ึงระดับการกําจัดหมู acetyl (หรือเรียกวา เปอรเซ็นตการเกิด deacetylation) นี้มีผลตอสมบัติและ
การทํางานของไคโตซาน  

 
น้ําหนักโมเลกุลของไคโตซานบอกถึงความยาวของสายโซ ซ่ึงมีผลตอความหนืด เชน     

ไคโตซานท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลสูงจะมีสายยาวและสารละลายมีความหนืดมากกวาไคโตซานท่ีมี
น้ําหนักโมเลกุลต่ํา เปนตน ดังนั้นการนําไคโตซานไปใชประโยชนจะตองพิจารณาท้ังเปอรเซ็นต
การเกิด deacetylation และน้ําหนักโมเลกุลไคโตซานเปนวัสดุชีวภาพท่ีมีความหลากหลายและมี
สมบัติท่ีโดดเดน มีความเปนประจุบวกสูง สามารถทําเปนแผนฟลม มีความเขากันไดทางชีวภาพ 
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สามารถยอยสลายไดตามธรรมชาติ ไมมีพิษและเปนมิตรกับส่ิงแวดลอม ดังนั้นจึงสามารถ
ประยุกตใช ไคโตซานในการผลิตผลิตภัณฑในอุตสาหกรรมตางๆ ไดอยางมากมาย อาทิ  มีสมบัติ
ในการตอตานจุลินทรียและเช้ือราบางชนิด จึงใชในดานอาหารและดานการแพทย เชน  มีการวิจัย
นําแผนไคโตซานมาใชปดแผล ชวยทําใหไมเปนแผลเปน ทําใหแผลเรียบ และหายไดเร็วขึ้น เปน
ตน 
 

จลนพลศาสตรของเอนไซม 
 

1.  การศึกษาจลนพลศาสตรของเอนไซม  
 

 จลนพลศาสตรของเอนไซม หมายถึง การศึกษาเกี่ยวกับความเร็วของปฏิกิริยา รวมท้ังกลไก
การทํางานของเอนไซม ปจจัยตาง ๆ ท่ีจะเปนตัวกําหนดความเร็วของปฏิกิริยาเอนไซมตางชนิดกัน
จะมีกลไกการทํางานท่ีแตกตางกัน แตยังคงมีหลักการพ้ืนฐานเดียวกัน (ปราณี, 2547) ปจจัยตางๆ   
ท่ีมีผลตอการทํางานของเอนไซม ดังตอไปนี ้

 
1.1  ความเปนกรดดาง (pH) เอนไซมแตละตัวจะมี pH ท่ีเหมาะสมตอการทํางานของมัน 

(optimum pH) 
 
1.2  อุณหภูมิท่ีสูงขึ้นชวยเรงปฏิกิริยาใหเร็วได แตเม่ืออุณหภูมิสูงมากเกินไปอาจทําให

เอ็นไซมเปล่ียนจากสภาพเดิมของมันไป เพราะเกิด denaturation เอนไซมแตละชนิดจะมีอุณหภูมิ   
ท่ีเหมาะสมตอการทํางานสูงสุดของมัน (optimum temperature) 

 
1.3  ความเขมขนของซับสเตรต   เม่ือจํานวนเอนไซมคงท่ี  จํานวนซับสเตรตท่ีเพ่ิมขึ้นจะ 

ทําใหอัตราเร็วของปฏิกิริยาเพ่ิมขึ้นดวย (ปฏิกิริยาอันดับหนึ่ง) จนถึงจุดหนึ่งก็จะหยุดคงท่ีตลอดไป
ไมวาจะเพ่ิมจํานวนซับสเตรตขึ้นไปอีก (ปฏิกิริยาอันดับศูนย) ท่ีเปนเชนนี้อธิบายไดวาเม่ือจํานวน
ซับสเตรตยังมีนอย บริเวณเรงของเอนไซมยังถูกใชไมหมด  จํานวนซับสเตรตท่ีเพ่ิมขึ้นก็จะไปจับท่ี
บริเวณเรงของเอนไซม อัตราเร็วของปฏิกิริยาจึงเปนสัดสวนโดยตรงกับจํานวนซับสเตรตท่ีเพ่ิม   
ขึ้น แตเม่ือซับสเตรตเพ่ิมขึ้นจนบริเวณเรงของเอนไซมถูกใชไปเต็มท่ี (จํานวนผลิตผลท่ีเกิดขณะนี้
เกิดดวยอัตราเร็วสูงสุดแลวเทาท่ีเอนไซมสามารถเรงได) การเพ่ิมความเขมขนของซับสเตรตจึงไม
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ทําใหอัตราเร็วของปฏิกิริยาเพ่ิมขึ้นไดอีก บางกรณีอาจลดลงดวยหากวาซับสเตรตท่ีมีมากเกินไป
ยับยั้งปฏิกิริยา 

 
1.4 ความเขมขนของเอนไซม การเกิดปฏิกิริยาจะชาหรือเร็วขึ้นกับความเขมขนของ

เอนไซม จะมีเอนไซมถูกสังเคราะหในปริมาณจํานวนหนึ่ง (constitutive enzyme) และเม่ือมี     
ซับสเตรตเขาไปจะเกิดการเรงใหมีการสรางเอนไซมท่ีเกี่ยวของมาเรงปฏิกิริยาใหเร็วขึ้น เรียก
เอนไซมท่ี สามารถถูกเหนี่ยวนําใหมีการสรางขึ้นเม่ือมีซับสเตรตวา inducible enzymes 

 
การศึกษาจลนพลศาสตรของเอนไซมนั้น L. Michaels และ M.L. Menten (1913) ไดอธิบาย

ไวดังนี้วาเอนไซมแตละชนิดจะมีความจําเพาะกับ “สารตั้งตน” (substrate) หรืออาจเรียกวา “สารท่ี
จะเขาทําปฏิกิริยา” (reactant) เพียงชนิดใดชนิดหนึ่งเทานั้น (Lehninger et al.,1993) โดยเอนไซมจะ
จับกับสารตั้งตนดังกลาวอยางสนิทเหมือนกับ “แมกุญแจกับลูกกุญแจ” เกิดเปน“สารประกอบ
เชิงซอนเอนไซมกับสารตั้งตน” (enzyme substrate complex) และไดทดลองใชอินเวอรเทสหรือ    
ซูเครสสกัดจากยีสตเรงปฏิกิริยาการยอยสลายซูโครส เปน กลูโคสและฟรุกโทส โดยกําหนดให 
ปริมาณซับสเตรต (ซูโครส) เริ่มตนเทากันทุกการทดลอง โดยมีการเปล่ียนแปลงความเขมขนของ
เอนไซม หรือปริมาณเอนไซม วัดความเร็วเริ่มตนของปฏิกิริยา (initial velocity) และนําขอมูลท่ี
ไดมาเขียนกราฟความสัมพันธระหวางความเร็วเริ่มตนและปริมาณเอนไซม  ไดกราฟเสนตรงดัง
ภาพท่ี 11 (ข)  ความเร็วเริ่มตนจะแปรผันตามปริมาณเอนไซม สําหรับความเร็วเริ่มตนของปฏิกิริยา
วัดไดจากการเกิดผลิตภัณฑตอหนวยเวลาในชวงตนปฏิกิริยาตามภาพท่ี 11 (ก) โดยมีคาคงท่ีใน  
ชวงนี้เทานั้น แตในระยะหลังกราฟเปนเสนโคง เพราะความเร็วในการเกิดผลิตภัณฑคอยๆ ลดต่ําลง 

 

 
 
ภาพที่ 11  ความสัมพันธระหวางความเร็วเริ่มตนและปริมาณเอนไซม 

(ก) ความกาวหนาของปฏิกิริยาและเวลาท่ีปริมาณเอนไซมตาง ๆ 
(ข) ความเร็วเริ่มตนและปริมาณเอนไซม 

คว
าม

เร็ว
เริ่ม

ตน
 

เวลา ปริมาณเอนไซม 
(ข) (ก) 

คว
าม

กา
วห

นา
 

ขอ
งป

ฏิก
ิริย

า 



 

20

      เม่ือกําหนดใหปริมาณเอนไซมคงท่ีแลววัดความเร็วเริ่มตนของปฏิกิริยาท่ีคาความ
เขมขนของซับสเตรตตางๆ จะไดกราฟความสัมพันธระหวางความเร็วเริ่มตน (V) และความเขมขน
ของซับสเตรต ([S])  ดังภาพท่ี 12 เรียกเสนกราฟท่ีไดวา เสนโคงการอ่ิมตัวดวยซับสเตรต (substrate 
saturation curve) ในลักษณะ rectangular hyperbola  เสนกราฟนี้แสดงถึงการเขาสูคาคงท่ีคาหนึ่งท่ี
เรียกวา คาความเร็วเริ่มตนสูงสุด (Vmax)  นอกจากนี้คา Km (เรียกวา Michaelis-Menten constant) 
เทากับความเขมขนของซับสเตรตจําเพาะท่ีทําใหความเร็วเริ่มตนเปนครึ่งหนึ่งของ Vmax ดังนั้น คา 
Km จึงเปนคาคงท่ีสําหรับเอนไซมแตละชนิด ซ่ึงเปนคาความสัมพันธระหวางความเขมขนของ   
ซับสเตรตและความเร็วเริ่มตน เสนกราฟนี้สามารถแบงปฏิกิริยาออกเปน 2 ระยะ คือ 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 12  เสนโคงการอ่ิมตัวดวยซับสเตรต (substrate saturation curve)  
ที่มา: Lehninger (1993) 
 

1.  ปฏิกิริยาในระยะ first order kinetics, [S] ≤ 0.01Km   (ในทางปฏิบัต ิ[S] ≈ 0.05Km) 
 
     เปนชวงท่ีปริมาณซับสเตรตต่ํา  โดยท่ีความเร็วเริม่ตนขึ้นกับความเขมขนของซับสเตรต

เพียงอยางเดียว ( V  [S]1) 
 
จากสมการ Michaelis- Menten                   

 SK
S

V
V

m 


max

     (1)   

เม่ือ  [S] < 0.05Km 
 

[S]

max

2
V

maxV

mK

max [ ]

m

V S
V

K


maxV V
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แทนคาใน   (1)                                            
mm KK

S
V
V

05.0max 
     (2)

  
โดยเทอมของ 0.05Km มีคานอยมาก                                         

                                                                           
mK
VS

V max
1

     (3) 

 
ดังนั้น   V    1S   และเรียกวาเปน  first order kinetics 
 

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

     เปนชวงความเขมขนของซับสเตรตท่ีสูง และคาความเร็วเริ่มตนไมขึ้นกับความเขมขน
ของซับสเตรตอีกตอไป ( V  [S]0 )  ความเร็วเริ่มตนท่ีคงท่ีนี้ เรียกวา ความเร็วปฏิกิริยาสูงสุด 
(maximum velocity, maxV ) 

 
แทนคา       [S] > 20Km ในสมการ 1  
 
แทนคาใน  (1)                                             

 SK
S

V
V

m 


max

 

 
โดยเทอมของ Km มีคานอยมาก                                         
 
                                                              

   0max
max SV
S
SVV      (4) 

 
ดังนั้น   V     0S     และเรียกวาเปน  zero order kinetics 
 

นอกจากปฏิกิริยาท้ังสองลักษณะนี้แลว Victor Henri ไดทดลองและสรุปวา เอนไซมจะจับ
กับซับสเตรตกอนเพ่ือเกิดเปนสารประกอบเชิงซอนระหวางเอนไซม-ซับสเตรต (enzyme-substrate 
complex, ES) (ปราณี,2547) ดังนั้น Michaelis และ Menten ไดตั้งสมมุติฐานตามขอสรุปนี้และได



 

22

รายงานวา การจับตัวกันระหวางโมเลกุลของเอนไซมและซับสเตรตเพ่ือเปนสารประกอบเชิงซอน  
นี้เปนปฏิกิริยาผันกลับไดและเกิดขึ้นอยางรวดเร็วดังสมการ 5 

 
                                          E  +  S     

1

1

k

k



            ES       (5) 
                                        

                                          ES    
2

2

k

k



             E   +  P                                           (6) 
 
จากนั้น ES จะสลายไดเปนผลผลิต (P) และเอนไซมอิสระ (E) ดังสมการ 6 ซ่ึงเปนปฏิกิริยาผันกลับ
ไดเชนกัน แตชากวาปฏิกิริยาในสมการ 5 จึงจัดเปนปฏิกิริยาท่ีกําหนดความเร็วของปฏิกิริยาท้ังหมด 
เรียก rate-limiting step หรือ rate-determining step หรือสามารถกลาวไดอีกนัยหนึ่งวา ความเร็วของ
ปฏิกิริยาท้ังหมดขึ้นกับปริมาณ [ES] ซ่ึงแปรผันกับความเขมขนของซับสเตรต [S] อธิบายได
ดังตอไปนี ้
 

ก.  ถาเอนไซมท้ังหมดอยูในรูปของ ES  ความเร็วของปฏิกิริยาจะมีคาสูง โดยจะเกิดไดถา 
เอนไซมอ่ิมตัวดวยซับสเตรต (substrate saturation)  ตามภาพท่ี 13ค โดยปฏิกิริยาท่ีเกิดขึ้นจะมี
ความเร็วเริ่มตนคงท่ีและเทากับความเร็วเริ่มตนสูงสุด (Vmax) ทันทีตามภาพท่ี 12 นอกจากนี้   
ปริมาณซับสเตรตท่ีสูงทําใหปฏิกิริยาไปทางขวามากขึ้น  ดังนั้นจากสมการ 5 จึงได ES สูงขึ้นถา 
เติม S ลงไปมาก สงผลใหความเร็วเริ่มตนของปฏิกิริยาในสมการท่ี 6 มีคาสูงตาม ท้ังนี้เม่ือ ES  
สลายใหผลผลิต (P) และเอนไซมอิสระ (E) ในวงจรแรก (first cycle) ของปฏิกิริยา เอนไซมท่ี
ออกมานี้จะจับกับซับสเตรตทันทีและนําไปสูการเรงปฏิกิริยาในวงจรท่ี 2 (second cycle) ดังนั้นจึง
ไมมีเอนไซมอิสระ (E) เหลือคางในระบบ สภาพเชนนี้คือสภาพท่ีเอนไซมอ่ิมตวัดวยซับสเตรต  
 

ข.  ถาเอนไซมในระบบสวนมากอยูในรูปเอนไซมอิสระ (E) ความเร็วปฏิกิริยาก็จะต่ํากวา   
เพราะปริมาณ ES ท่ีเกิดมีคาต่ํานั่นเอง  การเพ่ิมปริมาณ S  ทําใหเกิด ES มากขึ้น (ภาพท่ี 13ก และ ข) 
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ภาพที่ 13  ความเขมขนของซับสเตรต (S) ตอปริมาณการเกิดเอนไซม-ซับสเตรตคอมเพล็กซ (ES) 
ที่มา: ปราณี (2547) 
 
2.  การสรางสมการจลนพลศาสตรโดย Michaelis-Menten 
 

สําหรับสมการเคมีพ้ืนฐานท่ีใชในการศึกษาดานจลนพลศาสตรของเอนไซม คือ ปฏิกิริยา
ในสมการ 5 และ 6 ดังนี้ 

 

                               E  +  S     
1

1




k

k         ES                                        (5) 

                               ES            
2

2

k

k



        E  +  P                                       (6) 
 
สรางโดย  Henri-Michaelis-Menten ซ่ึงใชอธิบายการสรางสมการความสัมพันธระหวางความ
เขมขนของซับสเตรตและความเร็วปฏิกิริยาไวในลักษณะ Michaelis-Menten equation ดวยการ
กําหนดให 

 
[E] 0            =  ความเขมขนของเอนไซมเริ่มตนท้ังหมด (ผลรวมความเขมขนของเอนไซม

อิสระและความเขมขนของเอนไซมท่ีจับกับซับสเตรต) 
[ES]           =  ความเขมขนของเอนไซมท่ีจับกบัซับสเตรตท่ีเวลาใดๆ 
[E] 0 - [ES]  =  ความเขมขนของเอนไซมอิสระท่ีเวลาใดๆ 
[E]             =  ความเขมขนของเอนไซมอิสระท่ีเวลาใดๆ 

(ก) 

  (ข) 

  (ค) 
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[S] 0            =  ความเขมขนของซับสเตรตท่ีเวลาเริ่มตน ซ่ึงใชในปริมาณสูงกวาเอนไซม
มากๆ ดังนั้นปริมาณซับสเตรตท่ีจับอยูกับเอนไซม ([ES])จะมีนอยมาก เม่ือ
เทียบกับปริมาณซับสเตรตท้ังหมดเริ่มตน 

[S]             =  ความเขมขนของซับสเตรตอิสระท่ีเวลาใดๆ 
[P]             =  ความเขมขนของผลิตภัณฑท่ีเวลาใดๆ 

 
ขอกําหนดในการสรางสมการ เปนดังนี้ 
 

1.  [S] 0 >> [E] 0 
 
     ความเขมขนของซับสเตรตท้ังหมด (หรือความเขมขนของซับสเตรตท่ีเวลาเริ่มตน)     

จะสูงกวาความเขมขนของเอนไซมท้ังหมดมาก (หรือความเขมขนของเอนไซมเริ่มตนท้ังหมด) 
โดยท่ัวไป  [S] 0  =  10-5-10-2 โมลาร ในขณะท่ี  [E] 0  =  10-9-10-6 โมลาร  

 
2.  ปฏิกิริยา ES   2k  E  +  P   เปนปฏิกิริยาไมผันกลับ (irreversible reaction) 
 
     ความเร็วปฏิกิริยาเริ่มตนท่ีวัดเปนความเร็วของปฏิกิริยาทันทีท่ีเอนไซมรวมกับ        

ซับสเตรตเปน ES ในชวงนี้ [P] มีคานอยมาก ดังนั้นปฏิกิริยาดังกลาวจึงไมผันกลับหรืออาจกลาวได
วาผลิตภัณฑเปล่ียนกลับมาเปน ES นอยมาก ดังนั้นคา k-2 สามารถตัดท้ิงได และปฏิกิริยาท่ีปรากฎ
ในสมการ 5 และ 6 เขียนตอกันไดดังนี้ 

 

               E  +  S      
1

1

k

k



   ES     2k         E  +   P              (7) 
 

 
3.  ท่ีสภาวะคงตัว (steady state) ท่ีเวลาใด ๆ   ไดวา    

dt
ESd

dt
ESd

            (8) 
 

           สภาวะคงตัว (steady state) คือสภาวะท่ี  ES กลายเปน P  และ E  ซ่ึง E ท่ีเกิดขึ้นนี้จะจับ
กับ S เพ่ือเปล่ียนเปน ES ทันที  นั่นคืออัตราการเกิด ES เทากับอัตราการหายไปของ ES และทําให
คา [ES] คงท่ีตลอดเวลา 
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4.  ปฏิกิริยา    ES  2k  E + P     เปนปฏิกิริยาท่ีกําหนดความเร็วของปฏิกิริยาท้ังหมด

เนื่องจากปฏิกิริยา E + S 
1

1

k

k



  ES   เกิดขึ้นเร็วมาก ดังนั้นความเร็วเริ่มตนของปฏิกิริยา (V) 

ขึ้นอยูกับขั้นตอนของปฏิกิริยา ES  2k  E + P หรือขึ้นกับ [ES]    ดังนั้น  ESkV 2  
 
ดังนั้นจากปฏิกิริยาท่ีแสดงในสมการ 7  จะไดวา 

 
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) 

 
เนื่องจากการวัดปริมาณความเขมขนของเอนไซมอิสระ [E] และ [ES] ท่ีเวลาใดๆในทาง

ปฏิบัติทํายาก จึงตองเปล่ียนรูปสมการใหมโดยแทนคา [E] เปน [E] 0  กลาวคือ  [E] 0  =   [E]  +  [ES]  
ดังนั้นแทนคา [E] ดวย [E] 0 - [ES] ลงในสมการ 12 จะได 

 
                                                 Km          =          

 ES
SESE 0                (14) 

 
ดังนั้นไดวา                                   [ES]       =      

 SK
SE

m 
0                                                  (15) 

 
เนื่องจากตามขอกําหนดขอ 4  ไดวา     V    =      ESk2                                                  (16) 
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แทนคาสมการ 15 ในสมการ 16 จะได  V     =       
 SK
SEk

m 
02                                     (17) 

 

ถา  [S]   สูงเกนิพอ   [E] 0 =  [ES]   และทําให     V  =  Vmax 
แทนคาดังกลางลงใน 16 จะได    

 
                                                     Vmax       =    022 EkESk                                         (18) 
 

แทนคาสมการ 18 ในสมการ 17           V        =      
 SK
SV

m 
max                                            (19) 

 
ซ่ึงสมการท่ี 19 นี้คือ  Michaelis-Menten equation  นั่นเอง 

 
ถา                   V =     

2
maxV                                                   (20) 

 
แทนคานี้ลงในสมการ 19 จะได 

                                      
     

2
maxV    =             

 
max

m

V S
K S

               (21) 

 
จัดรูปสมการ 21 ไดเปน                            Km   +  [S]     =    2[S]                 (22) 
 
และไดวา                                       Km      =    [S]               (23) 

 
3.  วิธีการเขียนกราฟจากขอมูลของจลนพลศาสตรของเอนไซม (methods of plotting enzyme 
kinetics data) 

 
ตามท่ีไดกลาวขางตนแลววา จากการทําการทดลองโดยวิธีของ Michaelis-Menten แลว

เขียนกราฟระหวาง V กับ [S] จะไดกราฟไฮเปอรโบลา ซ่ึงคอนขางจะยุงยากในการประเมินคา Vmax 
และ Km เพ่ือท่ีจะใหการหาคาท้ังสองนี้ไมซับซอน จึงตองหาวิธีเขียนกราฟความสัมพันธออกมาเปน
เสนตรง เชน สําหรับสมการอันดับหนึ่งของ Michaelis-Menten (1st order Michaelis-Menten) 
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                                              V   =      
 

max

m

V S
K S

                                                  

      
สามารถทําใหอยูในรูปสมการกราฟเสนตรง  y  =  ax  +  b  ไดโดยกลับเศษเปนสวน   
 
                             

V
1        =             

 max

mK S
V S

              (24) 

 
แยกเทอม  V  และ  [S]   ไดวา           

V
1         =    

  maxmax

11
VSV

Km 






                                        (25) 

 
เรียกวิธีนี้วา Lineweaver-Burk plot   ดังนั้นถาเขียนกราฟระหวาง 

V
1  และ 

]S[
1 จะไดความชันเทากับ 

max

mK
V

 และจุดตัดบนแกน y เทากับ 
maxV
1  ตามภาพท่ี 14 นอกจากนี้ยังพบวา เม่ือ 

V
1   = 0  จะทําให  










maxV
Km

]S[
1  = 

max

1
V

  และ
    ]S[

1  =  
mK

1
 กลาวคือ จุดตัดบนแกน 

]S[
1 คือ 

mK
1

  
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 14  Lineweaver-Burk plot  หนวยของ V และ [S] ท่ีนิยมใชคือ µM/min  และ mM ตามลําดับ 
ที่มา: Lehninger (1993) 
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4.  ความหมายของคาคงที ่Michaelis-Menten (Km) 
 
สมการ Michaelis-Menten นี้ไดอธิบายไดท้ังปฎิกิริยาท่ีมีซับสเตรตตัวเดียว และปฏิกิริยาท่ี

มีซับสเตรตสองตัว โดยการทําใหซับสเตรตตัวหนึ่งมีคาความเขมขนคงท่ีท่ีระดับอ่ิมตัว  ทําให
ปฏิกิริยานี้มีกฎอัตราเร็วของปฏิกิริยาเปนคลายอัตราเร็วอันดับท่ีหนึ่ง (pseudo-single-substrate 
reaction) โดยเอนไซมอาจมีบริเวณจับซับสเตรต (active site) บริเวณเดียวหรือหลายบริเวณก็ได แต
มีขอแมวาบริเวณจับเหลานั้นตองไมทําปฏิกิริยากัน โดยท่ัวๆ ไป สมการ Michaelis-Menten จะถูก
นํามาใชวิเคราะหจลนพลศาสตรของปฏิกิริยาเอนไซมแทบทุกปฏิกิริยา โดยคา 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) 

 

ดังนั้นคา Km จึงขึ้นกับปฏิกิริยา 
1

1

k

k
E S ES



    เพียงอยางเดียว หรืออีกนัยหนึ่งขึ้นกับ dissociation 
constant (k-1) หรือ affinity constant (k1) ของ ES นั่นเอง ถาคา Km ต่ํา แสดงวาเอนไซมสามารถ
สราง ES ไดมาก หรือ ES แตกตัวไดนอย (k1>k-1)  เนือ่งจากความเร็วของปฏิกิริยาท้ังหมดขึ้นกับคา 
[ES] ดังนั้นสามารถอธิบายไดวา ถาเอนไซมท้ังหมดอยูในรูปของ ES ความเร็วของปฏิกิริยาก็จะสูง 
(Km จะต่ํา)  คาคงท่ี Km  นี้สามารถคํานวณไดดวยวิธีเขียนกราฟ โดยจะพบวาคา Km 

ของแตละ
เอนไซมจะแตกตางกันไป เอนไซมตัวเดียวกันแตหากจับกับสารตั้งตนตางชนิดก็จะมีคา  Km 

 
ตางกัน 
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5.  ความหมายของคาความเร็วปฏิกิรยาสูงสุด (Vmax) 
 
 คาความเร็วปฏิกิริยาสูงสุดของเอนไซมตอซับสเตรตจําเพาะ (Vmax) เปนคาแสดง
ประสิทธิภาพการทําปฏิกิริยาของเอนไซม  ใชเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเอนไซมไดเม่ือกําหนด
ปริมาณเอนไซมในหนวยโมลาร (molar) เทากัน ความสําคัญของคาความเร็วสูงสุด  (Vmax) นั้น
นํามาใชกําหนดคา kcat ซ่ึง kcat 

คือ จํานวนหมุนเวียน (turnover number) ของเอนไซม เปนจํานวน
โมเลกุลของสารตั้งตนสูงสุดท่ีจะถูกเปล่ียนใหเปนผลิตภัณฑภายในเวลา 1 วินาทีตอ 1 บริเวณเรง 
(active site) เนื่องจากอัตราการเกิดปฏิกิริยาสูงสุดนั้นคํานวณท่ีความเขมขนของสารตั้งตนสูง ๆ ซ่ึง
บริเวณเรงท้ังหมดถูกจับไวดวยสารตั้งตน ดังนั้น จํานวนหมุนเวียน จึงเปนคาท่ีใชบอกความเร็ว  
ของเอนไซมในการเปล่ียนสารตั้งตนใหเปนผลิตภัณฑ ในขณะท่ีบริเวณเรงถูกใชเต็มท่ี  
 

คา kcat เปนสัดสวนโดยตรงกับ Vmax 
แตเปนสัดสวนผกผันกับความเขมขนของเอนไซมรวม

[E] t ดังนั้น จะได 
 

                                                                                                                                                (28) 
 
6.  ผลของอุณหภูมิตอเสถียรภาพและคากิจกรรมของเอนไซม (Effect of temperature on enzyme 
stability and activity) 
 
 ปฏิกิริยาเคมีสวนใหญจะใหความเร็วปฏิกิริยาสูงเม่ืออุณหภูมิสูงขึ้น ดังนั้นการเพ่ิมอุณหภูมิ
จะชวยเพ่ิมพลังงานจลนใหแกโมเลกุลของสารปฏิกิริยา แลวมีผลใหเกิดการชนกันไดมากขึ้นตอ
หนวยเวลา สําหรับปฏิกิริยาของเอนไซมก็เชนเดียวกัน เนื่องจากเอนไซมเปนสารประกอบเชิงซอน
ของโปรตีนและกิจกรรมในการเรงปฏิกิริยาจะเกิดเนื่องจากโครงสรางระดับตติยภูมิ (tertiary 
structtture) เรียงตัวอยางมีระเบียบในทิศทางท่ีจะตองจับกับซับสเตรตท่ีบริเวณเรงปฏิกิริยา 
เนื่องจากโครงสรางของเอนไซมระดับตติยภูมินี้มีพันธะแรงออนท่ีไมใชพันธะโควาเลนทจํานวน
มาก ดวยเหตุนี้โมเลกุลของเอนไซมมีโครงสรางท่ีละเอียดออนมาก ถาโมเลกุลของสารปฏิกิรยามี
พลังงานมากเกินไป โครงสรางตติยภูมิเสียหาย (disrupt) มีผลทําใหเอนไซมเสียสภาพธรรมชาติ 
และสูญเสียคากิจกรรมไป (denature) ดังนั้นสรุปไดวาอุณหภูมิของปฏิกิริยาเพ่ิมขึ้นมีผลให V  
เพ่ิมขึ้นเนื่องจากเกดิการเพ่ิมความเร็วการชนกันระหวาง E และ S แตในบางกรณีจะไมเปนเชนนั้นก็
ได เนื่องจากอุณหภูมิสูงจะเพ่ิมอัตราเร็วของการเสียสภาพธรรมชาติของเอนไซมไดดวย 
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dk

dE E

2

lnd K H
dT RT

    
 

การเสียสภาพดวยความรอน (thermal deactivation) คือผลของอุณหภูมิท่ีทําใหเอนไซมเสีย
สภาพซ่ึงสามารถอธิบายไดดังสมการตอไปนี ้
 
                                                                                                     (29) 
  

จากสมการท่ี 29  [E] และ  [Ed]คือปริมาณเอนไซมกอนการเสียสภาพและท่ีเสียสภาพดวย
ความรอน ตามลําดับ และ kd คือคาคงท่ีของการเสียสภาพจากความรอน (deactivation rate 
constant)  โดยมักขึ้นอยูกับอุณหภูมิตามสมการของอารเรเนียส (Arrhenius’s Equation)  และถา
สมมตวิาจลนพลศาสตรของการเส่ือมสภาพดวยความรอน เปน pseudo-first order จะไดวา 
                                                      
       

0

ln A
A

  =  tkd  +  C                                                 (30) 

 
โดย A0   และ A เปนคากิจกรรมของเอนไซมท่ีเวลาเริ่มตน (ไมผานการบมหรือยังไมเสียสภาพดวย
ความรอน) และเวลาใดๆ (ไดมีการเส่ือมสภาพดวยความรอนแลวบาง) ตามลําดับมีหนวยเปนยูนิต 
การท่ีสมการ 30 ใชคากิจกรรมแทนปริมาณเอนไซม มีสาเหตุจากคากิจกรรมนี้เปนคาท่ีสัมพันธ   
กับปริมาณเอนไซมอยูแลว โดยแสดงถึงการทํางานของเอนไซมท่ีผลิตสารตอหนึ่งหนวยเวลาและ
สามารถวัดไดงายจากการทดลอง  
 
 6.1 สมการของอารเรเนียส (Arrhenius’s Equation) 
 
       อารเรเนียสไดแสดงสมการของคาอัตราเร็วคงท่ีโดยอยูในเทอมของอุณหภูมิ พลังงาน
ของการกระตุน และแฟกเตอรของความถ่ี (frequency factor) ของปฏิกิรยา โดยในป ค.ศ. 1889        
อารเรเนียสเสนอวาพลังงานของการกระตุนเปนปจจัยสําคัญในการกําหนดอัตราเร็วของปฏิกิริยา    
ท้ังนี้เนื่องจากสมดุลคงท่ีมีคาเทากับอัตราสวนของอัตราเร็วคงท่ีสองตัวนั่นคือ Keq=k1/k2   ดังนั้นคา
อัตราเร็วคงท่ีควรจะขึ้นกับอุณหภูมิเชนเดียวกับคาสมดุลคงท่ี  สําหรับการเปล่ียนแปลงของคา
สมดุลคงท่ีเม่ืออุณหภูมิเปล่ียนไปนั้นสามารถอธิบายไดโดยใชสมการของวานทฮอฟ (Van’t Hoff 
Equation) ท่ีวา 
 

                                                                                                                                         (31) 
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โดย H   = ผลตางเอนทาลปมาตรฐานของปฏิกิริยา  R = คาคงท่ีของแกซ (gas constant) และ      
K = คาสมดุลคงท่ี ซ่ึงเทากับ k1/k-1 โดยท่ี k1 และ k-1 เปนคาอัตราเร็วคงท่ีของปฏิริยาไปทางขวา 
(forword) และปฏิกิรยายอนกลับ (reverse) ตามลําดับ สามารถเขียนสมการ 31 ใหอยูในรูปของคา
อัตราเร็วคงท่ีไดดังนี ้
 
                                                                                                                                               (32) 

 
ซ่ึงเขียนแยกเปน 2 สมการ เพ่ือแสดงคา k1 และ k-1 ดังนี้ 
 
                                                                                                                                               (33) 
 
                                                                                                                                               (34) 

 
โดยอารเรเนียสให   มีคาเปนศูนย และแสดงความเกี่ยวของระหวางคาอัตราเร็วคงท่ี k กับอุณหภูมิ 
T โดยใชสมการ 
 
                                                                                                                                               (35) 
 
โดยให Ed คือพลังงานกระตุนในการเสียสภาพ ซ่ึงมีคาเทากับผลตางเอนทาลปมาตรฐานของ
ปฏิกิริยา H   ท่ีปรากฎในสมการวานทฮอฟ นําสมการ 35 มาแยกตัวแปรใหอยูคนละขางของ
สมการได 
 
                                                                                                                                              (36)  
 
ทําการอินทิเกรต และเรียก k นี้วา kd  จะได 
 
                                                                                                                                              (37) 
 
โดย A เปนคาคงท่ีของการทําอินทิเกรต ท่ีอารเรเนียสเรียกวาเปนแฟกเตอรของความถ่ี (Frequency 
factor) และถาเขียนกราฟระหวาง ln kd กับ 1/T จะไดกราฟเปนเสนตรงท่ีมีความชันเทากับ –Ed/R  
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งานวิจัยที่เกี่ยวของ 
  
1. งานวิจัยที่เกียวของกับการตรึงเอนไซมโปรติเอส 

 
Chellapandian (1997) ไดศึกษาการตรึงเอนไซมโปรติเอสบนแรหินทรายดวยพันธะ        

โควาเลนท เปรียบเทียบผลระหวางการใชเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูป ผลท่ีไดคือ เอนไซม
ตรึงรูปท่ีไดมีเสถียรภาพท่ีจะทํางานในชวงท่ีอุณหภูมิและพีเอชกวางขึ้น และสามารถนําไปใชซํ้า  
ได 5 ครั้ง โดยท่ีกิจกรรมเอนไซมลดลงเพียงแค 22 เปอรเซ็นต 

 
Ruchi et al. (2006) ไดศึกษาเสถียรภาพการตรึงเอนไซมโปรติเอสจาก Aspergillus oryzae 

โดยเปรียบเทียบเสถียรภาพระหวางการตรึงโปรติเอสโดยวิธีการเช่ือมดวยพันธะโควาเลนท กับการ
ตรึงโปรติเอสโดยวิธีการดูดซับ ในการตรึงดวยพันธะโควาเลนท จะใชกลูตารัลดีไฮดเปนตัวเช่ือม
พันธะระหวางไคโตซานกับโปรติเอส ทําไดโดยนําไคโตซานมากระตุน (activate) ดวยสารละลาย 
กลูตารัลดีไฮดกอนท่ีจะนําไปตรึงเอนไซมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง พบวา
การตรึงเอนไซมดวยพันธะโควาเลนทใหเสถียรภาพท่ีสูงกวาการตรึงดวยวิธีการดูดซับ กลาวคือ   
ในการตรึงเอนไซมดวยพันธะโควาเลนทใหคากิจกรรมเอนไซมสูงกวา  

 
 Yi-SuOh et al. (2000) ไดศึกษาการตรึงเอนไซมโปรติเอสจาก Pseudomonas aeruginosa 
K-187 บนไฮดรอกซีโพรพิลเมทิลเซลลูโลสอะซิเตดซัคซิเนต (hydroxyl propyl methyl cellulose 
acetate succinate) ดวยพันธะโควาเลนทโดยใชคารโบดีไมด เปนตัวกระตุน เพ่ือศึกษาผลของคา
กิจกรรมเอนไซม ความคงตัวของเอนไซม และระยะเวลาในการเก็บรักษาเอนไซม พบวา เอนไซม
ตรึงรูปท่ีไดมีคากิจกรรมเอนไซมสูงกวาเอนไซมอิสระ และท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส พีเอช 7    
มีคากิจกรรมเอนไซมสูงท่ีสุด นอกจากนี้เอนไซมตรึงรูปยังสามารถเก็บไดนาน 12 วัน ในขณะท่ี
เอนไซมอิสระเก็บไดเพียง 8 วัน 
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2. งานวิจัยที่เกียวของกับการตรึงเอนไซมบนไคโตซาน 
  
 Betigeri and Neau (2002) ไดศึกษาการตรึงเอนไซมไลเปสจาก Candida rugosa โดยวิธี
หอหุมดวย พอลิเมอร 3 ชนิด คือ โซเดียมอัลจิเนต ไคโตซานและอะกาโรส กอนการตรึงไดทดสอบ
ความคงตัวของเม็ดพอลิเมอรท่ีพีเอชท่ีใชในการตรึง พบวาอะกาโรสไมมีความคงตัวท่ีพีเอชท่ี
ทดสอบ ดังนั้นจึงทําการตรึงไลเปสดวยโซเดียมอัลจิเนตและไคโตซาน พบวาท่ีสภาวะการตรึง คือ 
ใชความเขมขนของพอลิเมอร 2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร เอนไซมท่ีถูกหอหุมดวย
โซเดียมอัลจิเนต จะไดคากิจกรรมของเอนไซมเทากับ 240 ยูนิตตอมิลลิลิตร คากิจกรรมลดลงเหลือ 
9 เปอรเซ็นต เม่ือเทียบกับเอนไซมอิสระ สวนไลเปสท่ีถูกหอหุมดวยไคโตซาน จะไดคากิจกรรม
ของเอนไซมเทากับ 1150 ยูนิตตอมิลลิลิตร โดยคากิจกรรมลดลงเหลือ 42 เปอรเซ็นตเม่ือเทียบกับ
เอนไซมอิสระ ซ่ึงคากิจกรรมของเอนไซมท่ีหอหุมดวยไคโตซานมีคาสูงกวาการตรึงดวยโซเดียม 
อัลจิเนต   
 
   Juang et al. (2001) ไดศึกษาการตรึงเอนไซมแอซิดฟอสฟาเทส (acid phosphatase) บน   
ไคโตซานเพ่ือนําไปดูดซับตัวถูกละลาย ทําไดโดยการนําไคโตซานซึ่งมีหมูเอมีนอยูแลวมา
กระตุนดวยกลูตารัลดีไฮดท่ีความเขมขนตางๆ กัน พบวา ความเขมขนของกลูตารัลดีไฮดมี
ผลตอประสิทธิภาพของเอนไซมตรึงรูปท่ีนําไปใชในการดูดซับตัวถูกละลาย กลาวคือ เม่ือความ
เขมขนของกลูตารัลดีไฮดไมพอดีกับจํานวนหมูเอมีนบนไคโตซาน ทําใหมีกลูตารัลดีไฮดหลงเหลือ
อยูในระบบกลูตารัลดีไฮดท่ีหลงเหลืออยูนี้จะทําปฏิกิริยากับตัวถูกละลายเอง ซึ่งจะสงผลให
ประสิทธิภาพการดูดซับตัวถูกละลายลดลง  
 
3. งานวิจัยที่เกียวของกับการศึกษาจลนพลศาสตร 
  
 Chang and Juang  (2005) ศึกษาคากิจกรรม,  เสถียรภาพ และจลนพลศาสตรของเอนไซม
ตรึงรูปเปรียบเทียบกับเอนไซมอิสระ โดยตรึงเอนไซมอะไมเลสสามชนิด คือ แอลฟาอะไมเลส 
เบตาอะไมเลส และกลูโคอะไมเลส ใชกลูตารัลดีไฮดเปนตัวเช่ือมดวยพันธะโควาเลนท พบวา
เอนไซมตรึงรูปท้ังสามชนิดจะใหคากิจกรรมท่ีสูงกวาเอนไซมอิสระ และยังสามารถรักษา
เสถียรภาพในการทํางาน ไดถึง 81 เปอรเซ็นต เม่ือใชงานไปแลว 50 ครั้ง จากการศึกษา
จลนพลศาสตร พบวา เอนไซมตรึงรูป มีคาความเร็วเริ่มตนสูงสุด (Vmax) สูงกวาเอนไซมอิสระ และ
มีคาคงท่ี Michalis-Mentan (Km) นอยกวาเอนไซมอิสระ ยกเวนกลูโคอะไมเลสท่ีมีคาความเร็ว
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เริ่มตนสูงสุด (Vmax) ต่ํากวาเอนไซมอิสระ แสดงใหเห็นวา เอนไซมตรึงรูปความความสามารถใน
การจับกับซับสเตรตไดนอยกวาเอนไซมอิสระ เนื่องจากเอนไซมตรึงรูปจะมีโครงสรางเปล่ียนไป
เม่ือเทียบกับเอนไซมอิสระ 
 

Chang and Juang (2007) ศึกษาเสถียรภาพและการทํางานของเอนไซมตรึงรูปเปรียบเทียบ
กับเอนไซมอิสระ โดยตรึงเอนไซมฟอสฟาเทสบนเม็ดกลมของวัสดุคอมโพสิตท่ีเตรียมจาก สาร
ผสมระหวางไคโตซานและเซอโคเนียมออกไซดแบบแหง (DCZ) สารผสมระหวางไคโตซานและ
เซอโคเนียมออกไซดแบบเปยก (WCZ) ไคโตซานแบบแหง (DC) ไคโตซานแบบเปยก (WC) โดย
ใชความเขมขนของกลูตารัลดีไฮด 0.5 เปอรเซ็นต ระยะเวลาในการกระตุน คอื 90 นาที ในการศึกษา
เสถียรภาพตออุณหภูมิและพีเอช พบวา เอนไซมตรึงรูปท้ัง 4 ชนิด มีเสถียรภาพตอพีเอชมากกวา
เอนไซมอิสระ โดยคากิจกรรมของเอนไซมตรึงรูปคอนขางคงท่ีในชวงพีเอชท่ีศึกษา ขณะท่ีเอนไซม
อิสระคากิจกรรมจะสูงสุดท่ีพีเอชหนึ่งเทานั้น (เปนรูประฆังคว่ํา) และท้ังเอนไซมตรึงรูปและ
เอนไซมอิสระมีแนวโนมท่ีเหมือนกันในการศึกษาเสถียรภาพตออุณหภูมิ  

 
 
 
 
 
 



อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1.  วัตถุดิบ 
 
     1.1 เอนไซมโปรติเอส ทางการคาชนิดน้ําจาก Aspergillus oryzae  (เปน flavourzyme) 

ยี่หอ  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 กลูตารัลดีไฮดเขมขน 50 เปอรเซ็นต: เกรดวิเคราะห, Fluka, ประเทศสหรัฐอเมริกา 
     1.4 สารเคมีอ่ืนๆ เปนเกรดวิเคราะหและใชโดยตรง 
 
2.  อุปกรณ 

 
     2.1 สเปกโตรโฟโตมิเตอร (Spectrophotometer): รุน UV 160A ยี่หอ Shimadzu ญี่ปุน 

2.2 กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด (Scanning Electron Microscopy, SEM): 
รุน JEOL JSM-S410 ญี่ปุน 

     2.3 เครื่อง Autosorb1 รุน Quantachrome S/N 1150207031  ประเทศสหรัฐอเมรกิา 
     2.4 เครื่องทําแหง (Freeze dryer) ยี่หอ  Telstar cryodos รุน CRY 000S-80      

 
วิธีการ 

 
1.  การตรึงเอนไซมโปรติเอสโดยวิธีหอหุมดวยไคโตซาน   

 
ละลายไคโตซาน 0.2 กรัมใน 10 มิลลิลิตรของสารละลายกรดอะซิติกท่ีเขมขน 1 เปอรเซ็นต

โดยปริมาตร (เตรียมโดยละลายสารละลายกรดอะซิติกความเขมขน 100 เปอรเซ็นตจํานวน 0.1 
มิลลิลิตร ในน้ํากล่ัน 9.9 มิลลิลิตร) ผสมสารละลายไคโตซานท่ีไดปริมาตร 10 มิลลิลิตรกับ
สารละลายโปรติเอส 0.5 มิลลิลิตร ละลายใหเขากัน (ละลายในเครื่องเขยาท่ีความเร็วรอบ 160 รอบ
ตอนาที แตไมตองเปดความรอน ใชเวลาในการละลาย 30 นาที จนละลายเขากันจนหมด) จากนั้น
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ดูดสารละลายท้ังหมดท่ีไดดวยหลอดเข็มฉีดยา ท่ีมีหัวเข็มขนาด 22 G (กําจัดฟองอากาศดวยการให
ปลายหลอดช้ีขึ้นบน แลวดีดดานขางและดันขึ้นชาๆ เพ่ือไลฟองออกไป) หยดของเหลวลงใน
สารละลายโซเดียมไตรโพลิฟอสเฟต ความเขมขน 0.136 โมลาร  100 มิลลิลิตร (โดยละลายโซเดียม
ไตรโพลิฟอสเฟต 5.0029 กรัม ใน 0.1 โมลาร ฟอสเฟตบัฟเฟอร ท่ีมีพีเอช 7 โดยปรับปริมาตรดวย
บัฟเฟอรนี้จนไดปริมาตรรวม 100 มิลลิลิตร) จากนั้นตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 75 นาที ลาง
เอนไซมท่ีถูกตรึงดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 7 (Betegeri and 
Neau, 2002) 
  
2.  การตรึงเอนไซมโปรติเอสบนไคโตซานโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนท 
 

2.1 การกระตุนดวยกลูตารัลดีไฮด 
 
       เตรียมเม็ดไคโตซานโดยใชวิธีท่ีไดอธิบายในขอ 1 (โดยไมเติมเอนไซม) แลวเติม 

กลูตารัลดีไฮด เขมขน 0.1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพูนั้น (ใชเม็ดท่ีได
จากการตรึงในขอท่ี 1 ท้ังหมด) แลวนําไปเขยาท่ีอุณหภูมิหอง ความเร็วรอบ 220 รอบตอนาที นาน 
2 ช่ัวโมง 30 นาที เม่ือครบเวลาลางบีดนี้ดวย 0.1 โมลาร ฟอสเฟตบัฟเฟอร ท่ีพีเอช 7 จนครบ 3 ครั้ง  
 

2.2  การตรึงเอนไซมดวยพันธะโควาเลนท 
      
       ผสมโปรติเอสจํานวน 0.5 มิลลิลิตรกับ 20 มิลลิลิตร ของ 0.5 โมลาร ฟอสเฟตบัฟเฟอร      

พีเอช 7 ใหเขากัน ในขวดรูปชมพูเล็กขนาด 50 มิลลิลิตร จากนั้นเทสารละลายนี้ลงไปในขวดรูป
ชมพูท่ีมีเม็ดบีดท่ีผานการกระตุนดวยกลูตารลัดีไฮดแลวจากขอท่ี 2.1 แลวนําไปเขยาท่ีอุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 160 รอบตอนาที นาน 3  ช่ัวโมง แลวตั้งท้ิงไวท่ี 4 องศาเซลเซียส นาน 
18 ช่ัวโมง (ใชตูเย็น) เม่ือครบเวลาใหกรองเม็ดบีดท่ีตรึงเอนไซมแลวดวยกระดาษกรองเบอร 41 เก็บ
น้ําตรึงนี้ในขวดรูปชมพู เพ่ือใชวิเคราะหปริมาณโปรตีนท่ีไมตรึงลางเม็ดบีดนี้ดวย 2 โมลาร โซเดียม
คลอไรด (ในน้ํากล่ัน) จํานวน 25 มิลลิลิตร และน้ํากล่ัน 25 มิลลิลิตร  ตามลําดับ จากนั้นเท 0.1     
โมลาร ฟอสเฟตบัฟเฟอร ลงไปพอทวมเม็ดบีด แลวเก็บไวในตูเย็นท่ี 4 องศาเซลเซียส เพ่ือรอการใช
งานตอไป  (กอนนําไปใช ใหตั้งท้ิงไวในอุณหภูมิหองสักครูกอน)  
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3.  การกระจายตัวของเอนไซมดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด (scanning electron 
microscopy, SEM) และ พ้ืนที่ผิวจําเพาะ (BET surface area) 
 
 3.1  การกระจายตัวของเอนไซมดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด (scanning 
electron microscopy, SEM) 
 

       นําเม็ดไคโตซานท่ีไดตรึงเอนไซมโดยวิธีการเช่ือมดวยพันธะโควาเลนทและวิธีหอหุม 
ไปทํ าแห งดว ย เค รื่ อง ทําแ หง  ( freeze dryer) แลว ใช มี ดแบ งครึ่ ง เ ม็ ดไค โตซานท่ี แช ใ น
ไนโตรเจนเหลว จากนั้นทําการสองดูภาพสวนตัดขวางและผิวของเม็ดไคโตซาน เพ่ือดูการกระจาย
ตัวของเอนไซมโดยใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด  
 

3.2  ศึกษาขนาดของรูพรุน 
 
         นําเม็ดไคโตซานท้ังท่ีไมมีเอนไซม และมีเอนไซมท่ีผานการตรึงดวยวิธีการเช่ือมดวย
พันธะโควาเลนทและวิธีหอหุมท่ีผานการทําแหงแลว ไปวิเคราะหหาพ้ืนท่ีผิวรวม (BET surface 
area) ปริมาตรรวมของรูพรุน (total pore volume) และขนาดรูพรุนเฉล่ียของเม็ดบีด (average pore 
size) ดวยเทคนิคการแทนท่ีผิวหรอืรูพรุนดวยแกสไนโตรเจนเหลว 
 
4.  วิธีการวิเคราะหกิจกรรมเอนไซม 
 

วิธีวิเคราะหคากิจกรรมเอนไซมสามารถอานรายละเอียดไดจากบทความอ่ืนๆ (Han and 
Shahid, 1995) และในภาคผนวก ก  โดยกลาวสรุปไดวา สําหรับเอนไซมตรึงรูป  จะนําเม็ด           
ไคโตซานท่ีมีเอนไซมเกาะ (ประมาณ 8 – 9 เม็ด ซ่ึงมีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ  2.45 ± 0.06
มิลลิเมตร) เขาทําปฏิกิริยากับเคซีน ท่ี 40 องศาเซลเซียส pH 7 นาน 10 นาที  ท่ี 160 รอบตอนาที
จากนั้นหยุดปฏิกิริยาดวย  TCA นําไปกรองแยกสวนท่ีใสมา 1 มิลลิลิตร  แลวจึงเติม NaCO3 และ 
folin reagent แลววัดคาการดูดกลืนแสงที 660 นาโนเมตร หมายเหตุเอนไซมอิสระท่ีใชวัดคา
กิจกรรมจะอยูในรูปของเหลว (flavourzyme) โดยปริมาตรท่ีใชคือ 0.5 มิลลิลิตร โดยการวัดคา
กิจกรรมแตละครั้งทําซํ้า 3 ครั้ง  คากิจกรรม (activity) ท่ีใชในการทดลองนี้ นิยามไดวา  1 ยูนิต (U) 
เทากับปริมาณเอนไซมท่ีเรงปฏิกิริยาการเกิดผลิตภัณฑ 1 ไมโครโมลตอนาทีภายในเวลา 1 นาทีใน
สภาวะท่ีกําหนด และคากิจกรรมเฉพาะ (specific activity) มีหนวยเปนยูนิตตอมิลลิกรัมของโปรตีน
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หรือไมโครโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมของโปรตีน โดยคา specific activity ท่ีสูงขึ้นหมายความวา 
เอนไซมมีความบริสุทธ์ิมากขึ้น 

 
5.  วิธีการวิเคราะหปริมาณโปรตีน 
 
 ในการวิ เคราะหปริมาณโปรตีนจะใชวิ ธีของ Bradford (1976) และในอธิบายไวใน
ภาคผนวก ก โดยเก็บสวนของเหลวท่ีไดจากการทดลอง (ของเหลวท่ีเหลือจากการแยกเม็ด            
ไคโตซานท่ีมีเอนไซมเกาะออกไปแลว) แลววัดปริมาตรท่ีได และจึงนําไปวิเคราะหหาปริมาณ
โปรตีน ซ่ึงทําซํ้า 3 ครั้ง  ปริมาณโปรตีนท่ียึดเกาะเม็ดไคโตซาน จะไดจากการหักลบปริมาณโปรตีน  
เชน 
 
ปริมาณโปรตีนท่ีเกาะบนเม็ดท่ีไดจากการตรึง  
=  ปริมาณโปรตีนท่ีเติมลงไปเริ่มตน – (ปริมาณโปรตีนท่ีพบในสารละลายหลังจากการตรึงไดเสร็จ
ส้ินและไดแยกเม็ดออกไป + ปริมาณโปรตีนท่ีพบในบัฟเฟอรท่ีใชลางเม็ดไคโตซานเหลานั้น)    
เปนตน 
 
6.  ศึกษาอิทธิพลของการถายโอนมวลที่มีตอคากิจกรรมของเอนไซม 
 
 ศึกษาโดยการเปล่ียนแปลงความเขมขนของซับสเตรต (เคซีน) ท่ีความเขมขน 0.5-4.5 
เปอรเซ็นต ซ่ึงแตละความเขมขนของซับสเตรตจะทําการเปล่ียนแปลงความเร็วรอบในการเขยา   
(50-160 รอบตอนาที) ขณะทําปฏิกิริยาระหวางเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทกับกับ        
ซับสเตรต (เคซีน) โดยทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส พีเอช 7 คากิจกรรมไดวัดท่ี
ระยะเวลาการทําปฏิกิริยาตางๆ ดวยวิธีตามขอ 4   
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7.  ศึกษาผลของเสถียรภาพของเอนไซมตรึงรูปและเอนไซมอิสระ 
 

7.1  ศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิท่ีมีตอเสถียรภาพการทํางานของเอนไซม 
 
  อิทธิพลของอุณหภูมิท่ีมีตอการทํางาน ทําโดยการวัดคากิจกรรมของเอนไซม (ท้ัง    
ในรูปตรึงและอิสระ) ท่ีไดผานการบมในบัฟเฟอรเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 7 ท่ีอุณหภูมิตางๆ           
(40 – 80 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 15 นาทีโดยเขยาท่ีความเร็วรอบ 160 รอบตอนาทีตลอดเวลาท่ี  
แชสภาวะท่ีใชวัดคากิจกรรมเปนตามขอ 4 และปริมาณโปรตีนท่ีหลงเหลืออยูบนเม็ดไคโตซาน    
หาไดจากปริมาณโปรตีนท่ีอยูในของเหลว  
 
 7.2  ศึกษาอิทธิพลของพีเอชท่ีมีตอเสถียรภาพการทํางานของเอนไซม 
 
  อิทธิพลของพีเอชท่ีมีตอคากิจกรรมของเอนไซมเอนไซม(ท้ังเอนไซมตรึงรูปและ
อิสระ) ท่ีไดผานการบมในบัฟเฟอรท่ีพีเอชตางๆ (5-9) เปนเวลา 15 นาที โดยอุณหภูมิท่ีใชบมคงท่ีท่ี
ตลอดการทดลองท่ี 40 องศาเซลเซียสและเขยาท่ีความเร็วรอบ 160 รอบตอนาที สภาวะท่ีใชวัดคา
กิจกรรมเปนตามขอ 4 และปริมาณโปรตีนท่ีหลงเหลืออยูบนเม็ดไคโตซานหาไดจากปริมาณโปรตีน
ท่ีอยูในของเหลว 
 
 7.3  ศึกษาการใชซํ้าของเอนไซมเอนไซมตรึงรูปและการเก็บเอนไซมท้ังเอนไซมตรึงรูป
และอิสระ 
 
  การศึกษาการใชซํ้าทําไดโดยนําเอนไซมท่ีผานการตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทไปทํา
ปฏิกิริยาดวยซับสเตรตท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส พีเอช 7 เม่ือทําปฎิกริยาเสร็จ กรองเอนไซมตรึง
รูป แลวนําไปลางใหสะอาดดวยโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 7 หลังจากนั้นจึงนํามาทําปฎิกิรยา
ซํ้าท่ีสภาวะเดียวกัน 9 ครั้ง โดยแตละสภาวะท่ีใชนําไปวัดคากิจกรรมเปนตามขอ 4 และปริมาณ
โปรตีนท่ีหลงเหลืออยูบนเม็ดไคโตซานหาไดจากปริมาณโปรตีนท่ีอยูในของเหลว 
 

    ในการศึกษาการเก็บเอนไซมทําโดยนําเอนไซมท้ังตรึงรูปและอิสระไปเก็บไวใน
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แลวนําออกมาวัดคากิจกรรมตามขอ 4 ทุกๆ สัปดาห จนครบ 1 เดือน 
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8.  ศึกษาจลนพลศาสตรและการเส่ือมสภาพของเอนไซมตรึงรูปกับเอนไซมอิสระ 
 
8.1  ศึกษาจลนพลศาสตรของเอนไซม 
 
       เปนการใหเอนไซม  (ท้ังท่ีตรึงรูปบนเม็ดไคโตซานและอิสระ) ทําปฏิกิริยากับ         

ซับสเตรต (เคซีน) ท่ีความเขมขนและระยะเวลาตางๆ (0.1–1.5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร และ            
0–300 นาที ตามลําดับ) ท่ีความเร็วรอบ 160 รอบตอนาที อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และพีเอชของ
บัฟเฟอรท่ีใชคือ 7 วัดปริมาณไทโรซีนท่ีเกิดขึ้น ซ่ึงสามารถนํามาคํานวณเปนคากิจกรรมได   
(หนวยคือ ไมโครโมลตอกรัมโปรตีน)   
 

8.2  ศึกษาการเส่ือมสภาพของเอนไซมดวยความรอน 
 
       เปนการบมเอนไซม (ท้ังท่ีตรึงรูปบนเม็ดไคโตซานและอิสระ) ในบัฟเฟอรท่ีมีพีเอช 7 

(ซ่ึงเปนพีเอชท่ีเอนไซมมีคากิจกรรมสูงท่ีสุด โดยทราบจากการทดสอบความเสถียรตออุณหภูมิท่ีได
อธิบายไวกอนหนานี้) ท่ีอุณหภูมิและระยะเวลาตางๆ (40–80 องศาเซลเซียส และ 0–720 นาที 
ตามลําดับ) แลวนําเอนไซมท่ีผานการบมนี้มาทําปฏิกิริยากับสารละลายเคซีนเขมขน1.5 เปอรเซ็นต
โดยปริมาตร ท่ี 40 องศาเซลเซียสและพีเอชของบัฟเฟอรท่ีใชคือ 7 และเขยาท่ี 160 รอบตอนาที  
ปริมาณไทโรซีนท่ีเกิดขึ้นนํามาคํานวณหาคากิจกรรม (หนวยคือ ไมโครโมลตอนาที – กรัมโปรตีน
หรือเรียกส้ันๆ วา ยูนิตตอกรัมโปรตีน)   



ผลและวิจารณ 
 

งานวิจัยนี้ไดตรึงเอนไซมโปรติเอสบนเม็ดไคโตซานขนาดประมาณ 2.45 ± 0.06  มิลลิเมตร
โดยแบงการศึกษาออกเปน 5 สวนคือ (1) ศึกษาการกระจายตัวของเอนไซมบนเม็ดไคโตซาน     
(ตรึงรูปเอนไซมดวยวิธีโควาเลนทและวิธีหอหุม)  ดวย SEM และ BET (2) ศึกษาเสถียรภาพการ
ทํางานของเอนไซมท่ีอุณหภูมิและพีเอชตางๆ (3) ศึกษาประสิทธิภาพการใชงานซํ้าของเอนไซมท่ี
ถูกตรึงรวมท้ังประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมท่ีเก็บท่ี 4 oC ท่ีระยะเวลาตางๆ (4) ศึกษา
อิทธิพลของการถายโอนมวลระหวางเอนไซมกับซับสเตรต และ (5) ศึกษาจลนพลศาสตรและการ
เส่ือมสภาพดวยความรอนของเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทเม่ือเปรียบเทียบกับเอนไซม
อิสระ  
 
1.  การกระจายตัวของเอนไซมดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด (scanning electron 
microscopy, SEM) และ ขนาดของรูพรุน 
  
 1.1  การกระจายตัวของเอนไซมดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด (scanning 
electron microscopy, SEM) 
 

       เม็ดไคโตซานท่ีใชในงานวิจัยนี้เกิดขึ้นไดเนื่องจากการหยดสารละลายไคโตซานใน
สารละลายกรดอะซิติก ลงในสารละลายโซเดียมไตรพอลิฟอสเฟต ซ่ึงสารละลายโซเดียมไตร      
พอลิฟอสเฟตนี้แตกตัวเปน OH- และ tripolyphosphoric ions (TPP ions) ซ่ึงไอออนท้ังสองจะ
กระทํากับหมู –NH3

+ ของไคโตซาน ทําใหไคโตซานละลายในน้ําไดนอยลง (อิทธิพลของหมู     
ไฮดรอกซิลท่ีทําให –NH3

+ กลายเปน –NH2) และ TPP ions ทําใหไคโตซานเช่ือมตอกันดวยแรง
กระทําแบบ electrostatic และกลายเปนของแข็ง (Mi et al.,2002) 

 
       จากภาพท่ี 15 ก- ฉ ไดวาผิวของเม็ดไคโตซานท่ีตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทมี  

ลักษณะพ้ืนผิวท่ีเรียบท่ีสุดและมีรูพรุนนอย ซ่ึงมีสาเหตุจากการเกาะของเอนไซม ยกเวนบริเวณ
ดานลางของเม็ดไคโตซานนี้ท่ีพบรูพรุนมากมาย อยางไรก็ตามบางเม็ดจะไมเกิดรูท่ีดานบนนี้ (ดู 
ภาพท่ี 15 ก และ จ) ท้ังนี้ขึ้นอยูกับเทคนิคการหยด โดยในงานวิจัยนี้เปนการหยดสารดวยมือ จึงทํา
ใหพบเม็ดท้ังสองลักษณะปนกัน  ภาพท่ี 15 ก และ จ แสดงผิวของเม็ดไคโตซานท่ีไมมีเอนไซม 
และตรึงเอนไซมดวยวิธีหอหุม ตามลําดับ โดยมีลักษณะรอยนูนเกิดขึ้นท่ัวเม็ดท่ีชัดเจนมากกวาผิว
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ของเม็ดไคโตซานท่ีตรึงเอนไซมดวยพันธะโควาเลนท เพราะมีเอนไซมมาเกาะท่ีผิวมาก รอยนูนนี้
เปนลักษณะของผิวเม็ดไคโตซานท่ีเกิดขึ้นเม่ือผานการอบแหงดวยวิธี Freedried  (Ha et al.,1996) 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
                                                                                     
 
 
 
 
 
 
                                   
                                                                                       
 

 
 
 
 
 
 
                                     
 
ภาพที ่15  ภาพ SEM ของบริเวณพ้ืนท่ีผิวของเม็ดไคโตซาน (ก,ข)ไมมีเอนไซม  และมีเอนไซมท่ี   
                 ตรึงดวย (ค,ง) พันธะโควาเลนท และ (จ,ฉ) วิธีหอหุม 

(ค) (ง) 

(จ) (ฉ) 

(ก) (ข) 
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นอกจากนี้ยังพบรูพรุนเกิดขึ้นท่ัวไปบนเม็ดไคโตซานท่ีไมมีเอนไซม และตรึงเอนไซมดวย ซ่ึง
สอดคลองกับงานวิจัยของปาริชาติ (2550)  
 

      เม่ือพิจารณาภาคตัดขวางของเม็ดไคโตซานท่ีไมมีเอนไซม และมีเอนไซมท่ีตรึงดวย 2 
วิธี ดังกลาว (ดูภาพท่ี 16 ก ค และ จ) พบวาภาคตัดขวางของเม็ดไคโตซานท่ีไมมีเอนไซมคลายกับ
เม็ดไคโตซานท่ีตรึงเอนไซมดวยพันธะโควาเลนท  โดยไคโตซานเกาะกันเปนแผนบางท่ีมีการเช่ือม
กันระหวางแผน เม่ือพิจารณาท่ีกําลังขยายสูงขึ้น (500 เทา) พบวาเม็ดไคโตซานท่ีไมมีเอนไซม แผน   
ไคโตซานท่ีอยูภายในเม็ดจะมีรูพรุนท่ีนอยกวาของเม็ดไคโตซานท่ีตรึงเอนไซมดวยพันธะ            
โควาเลนท  คาดวาอาจมีสาเหตุจากการกระตุนผิวดวยกลูตารัลดีไฮด  โดยเม็ดไคโตซานท่ีไมมี
เอนไซมจะเปนเม็ดไมไดนําไปกระตุนดวยสารดังกลาว สําหรับภาคตัดขวางของเม็ดไคโตซานท่ี
ตรึงรูปเอนไซมดวยวิธีหอหุม (ภาพท่ี 16 ฉ) จะพบอนุภาคเกาะท่ีแผนไคโตซาน  ซ่ึงคาดวาเปน
เอนไซม นอกจากนี้แผนไคโตซานเหลานี้เปนแผนส้ันๆ  ไมยาวเทาแผนไคโตซานท่ีปรากฏในภาพ
ท่ี 16 ข และ ง สําหรับภาคตัดขวางของเม็ดไคโตซานท่ีไมมีเอนไซมและตรึงเอนไซมดวยพันธะ    
โควาเลนท ตามลําดับ 
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ภาพที ่16  ภาพ SEM ของภาคตัดขวางของเม็ดไคโตซาน  (ก,ข)ไมมีเอนไซม  และมีเอนไซมท่ีตรงึ  
                 ดวย (ค,ง) พันธะโควาเลนท และ (จ,ฉ) วิธีหอหุม 
 

(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) ในชวง macropores  ทําโดยวัดท่ี
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ดวยเทคนิคการแทนท่ีผิวหรือรูพรุนดวยแกสไนโตรเจนเปนเวลา 465 
นาที โดยผล   ท่ีไดแสดงในตารางท่ี 3 ซ่ึงเห็นวาเม็ดไคโตซานท่ีไมมีเอนไซมมีพ้ืนท่ีผิวจําเพาะมาก
ท่ีสุดรองลงมาคือ เอนไซมตรึงรูปดวยดวยพันธะโควาเลนทและวิธีหอหุมตามลําดับ ซ่ึงผลนี้
สอดคลองกับการลดลงของปริมาตรรวมของรูพรุนเม่ือตรึงเอนไซมท้ังแบบพันธะโควาเลนทและ
วิธีหอหุม 
 
ตารางที่ 3  สมบัติทางเคมีกายภาพของเม็ดไคโตซานท่ีไมมีเอนไซมและมีเอนไซมตรึงรูป 
 

ตัวอยาง BET surface area 
(m2/g) 

Total pore volume 
(cc/g) 

Average pore size 
(nm) 

เม็ดท่ีไมมีเอนไซม 
เม็ดท่ีตรึงรูปเอนไซมดวย    
    โควาเลนท 
    หอหุม 

60.470 
 

9.819 
3.392 

0.57070 
 

0.05180 
0.01997 

37.70 
 

21.10 
23.55 

 
      การลดลงของพ้ืนท่ีผิวจําเพาะและปริมาตรรวมของรูพรุนเม่ือตรึงเอนไซมดวยพันธะ       

โควาเลนท บงบอกวามีเอนไซมอยูภายในเม็ดไคโตซาน ซ่ึงเม่ือพิจารณาภาพท่ีไดจาก SEM (ภาพท่ี 
15ข) จะพบรูพรุนขนาดใหญท่ีผิวและรูพรุนเหลานี้ยังเช่ือมตอกัน จึงทําใหเอนไซมสามารถเขาไป
ไดมาก สงผลใหพ้ืนท่ีผิวจําเพาะลดลง 7 เทา และปริมาตรรวมของรูพรุนท่ีลดลง 9 เทา สําหรับเม็ด
ไคโตซานท่ีตรึงรูปเอนไซมดวยวิธีหอหุมนั้นพบวาพ้ืนท่ีผิวจําเพาะและปริมาตรรวมของรูพรุนมีคา
ต่ําท่ีสุด โดยมีสาเหตุจากการผสมเอนไซมเขากับสารละลายไคโตซานกอนการทําใหเกิดเปนเม็ด   
ดังนั้นเอนไซมจึงขัดขวางการเช่ือมตอกันของไคโตซานภายในเม็ด (รูท่ีเกิดขึ้นไมไดเช่ือมตอกัน  
เปนรูท่ียาว) 

 
       นอกจากไดขอมูลสมบัติทางเคมีกายภาพแลว  ยังไดขอมูลการกระจายของรูพรุนดัง
แสดงในภาพท่ี 17 สําหรับเม็ดไคโตซานท่ีไมมีเอนไซม แสดงใหเห็นวารูพรุนอยูในชวง mesopore       
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(2-50 นาโนเมตร) และ macropore (>50 นาโนเมตร) ในขณะท่ีเม็ดไคโตซานท่ีมีเอนไซมพบวารู
พรุนอยูในชวง mesopore เทานั้น และเม่ือพิจารณาเฉพาะในชวง mesorpore เห็นวาเม็ดไคโตซานท่ี
ไมมีเอนไซมและตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทรูพรุนมีขนาดเทากัน แตเม็ดไคโตซานท่ีตรึงดวยวิธี
หอหุมรูพรุนจะแตกตางออกไปเล็กนอย เนื่องจากการผสมกันระหวางเอนไซมและไคโตซานแลว
ทําใหเปนเม็ด ซ่ึงการตรึงรูปดวยวิธีหอหุมมีรูพรุนนอยท่ีสุด ซ่ึงสอดคลองกับ BET surface area อีก
ดวย 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 17  การกระจายตัวของรูพรุนของเม็ดไคโตซานท่ีไมมีเอนไซม และตรึงรูปเอนไซมดวย  
                 พันธะโควาเลนทและวิธีหอหุม     
 
3.  ผลของการถายโอนมวลตอคากิจกรรมของเอนไซมตรึงรูป 
 
 การถายโอนมวลศึกษาโดยการเปล่ียนแปลงความเร็วรอบในการเขยา (50-160 รอบตอนาที) 
ขณะเกิดปฏิกิริยาระหวางเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทกับเม็ดไคโตซานกับซับสเตรต โดย
ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส พีเอช 7  ผลการเปล่ียนแปลงของคากิจกรรมท่ีเวลาตางๆ 
เปนดังแสดงในภาพท่ี 18    
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ภาพที่ 18  อิทธิพลของอัตราการถายโอนมวลของเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทกับซับ 
                 สเตรตโดยเปล่ียนแปลงความเร็วรอบท่ี  (   ) 50 (   ) 100  และ (   ) 160 รอบตอนาที      
                โดยสภาวะท่ีวัดกิจกรรมคือ 40 องศาเซลเซียส พีเอช 7 และความเขมขนของซับสเตรต 
                (ก) 0.5 (ข) 1.5 และ (ค) 4.5 เปอรเซ็นต 

(ก) 

(ข) 
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 จากภาพท่ี 24ก-ค ความเร็วรอบมีผลตอคากิจกรรมของเอนไซม ท่ีความเขมขนของซับ  
สเตรตตางๆ เห็นวาคากิจกรรมเพ่ิมขึ้นในชวงความเร็วเริ่มตน แลวจะเริ่มคงท่ีหลังจาก 12 ช่ัวโมง ซ่ึง 
 
ภาพที่ 18  (ตอ) 
 

การถายโอนมวลมีผลตอคากิจกรรมหรืออัตราการเกิดผลิตภัณฑ เนื่องจากผลวิจัยท่ีได
อภิปรายกอนหนาเกี่ยวกับการมีเอนไซมตรึงรูปอยูท่ีผิวนอกและในรูของเม็ดไคโตซาน  ดังนั้นการ
เกิดผลิตภัณฑจึงไดรับอิทธิจากการถายโอนมวลท้ังภายนอกและภายใน (external and internal  mass 
transfer) ของเม็ดไคโตซาน ทําใหเกิดช้ันของฟลมของของเหลว (liquid film layer) รอบเม็ด         
ไคโตซาน  ซ่ึงสงผลใหความเขมขนของเคซีนในบัลค (bulk) ท่ีผิวของเม็ดและในรูของเม็ดมีคาไม
เทากัน  การเพ่ิมความเร็วรอบในการเขยาทําใหเม็ดมีการเคล่ือนท่ีและชวยลดความหนาของ  ฟลม
ได สงผลใหความเขมขนในบัลคเทากับความเขมขนท่ีผิว ซ่ึงเปนการทําใหการถายโอนมวล
ภายนอก (external mass transfer) ดีขึ้น    

 
ภาพท่ี 18 ก-ค พบวาท่ีทุกความเขมขนของซับสเตรต  ความเร็วรอบมีผลตอคากิจกรรมของ

เอนไซมตรึงรูปบนไคโตซานดวยพันธะโควาเลนทท่ีความเขมขนของซับสเตรตตางๆ โดยคา
กิจกรรมเพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็วในชวงเริ่มตนของปฏิกิริยา แลวจะเขาสูคาคงท่ีหลังจากผานไปแลว   
12 ช่ัวโมง  ท่ีความเร็วรอบ 160 รอบตอนาที คากิจกรรมมีคาสูงท่ีสุด  ดังนั้นท่ีสภาวะนี้ความหนา
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ของแผนฟลมท่ีลอมรอบเม็ดมีคาต่ําท่ีสุด  อยางไรก็ตามเนื่องจากขอจํากัดของเครื่องเขยาท่ีไม
สามารถเพ่ิมความเร็วรอบไดสูงกวานี้  ดังนั้นในการศึกษาหัวขออ่ืนๆ งานวิจัยนี้จึงใชความเร็วรอบ 
160  รอบตอนาที  ซ่ึงทําใหอิทธิพลของการถายโอนมวลภายนอกมีคาต่ําท่ีสุดแลว (หมายเหตุการ
เพ่ิมความเร็วรอบใหสูงกวานี้อาจชวยกําจัดอิทธิพลของการถายโอนมวลภายนอกได  ซ่ึงจะชวยใน
การศึกษาจลนพลศาสตร ทําใหไดคาพารามิเตอรท่ีนาเช่ือถือ)   อยางไรก็ตามคากิจกรรมท่ีวัดไดใน
งานวิจัยนี้ท่ีความเร็วรอบในการเขยาตางๆ มีคาประมาณ 10-6 โมลตอกรัม-นาที (same order of 
magnitude) ซ่ึงคลายคลึงกับท่ีพบในงานวิจัยอ่ืนๆ  โดยการเปล่ียนความเร็วรอบของการเขยาไมทํา
ใหvorder เพ่ิมขึ้น (Benyahia and Polomakaki, 2005) นั่นแสดงวายังสามารถใชความเร็วรอบของ
การเขยา 160 รอบตอนาทีในการศึกษาจลนพลศาสตรได  โดยอิทธิพลของการถายโอนมวล
ภายนอกยังคงมีอยูแตอยูในระดับท่ีต่ํามากและยอมรับได 

 
เม่ือเพ่ิมความเขมขนของซับสเตรตจาก 0.5 ไปเปน 1.5 เปอรเซ็นต คากิจกรรมของเอนไซม

ตรึงรูปมีคาเพ่ิมขึ้น แตคาดังกลาวไมเพ่ิมขึ้นมากนักเม่ือเพ่ิมความเขมขนของซับสเตรตจาก 1.5 เปน 
4.5 เปอรเซ็นต ซ่ึงคลายคลึงกับงานวิจัยของ Ingesson et al.(2001) โดยเขาพบวาความเร็วเริ่มตน 
และปริมาณของผลิตภัณฑของการไฮโดรไลซิสเอนไซมเซลลูเลส มีคาลดลงเนื่องจากการละลาย
เซลลูโลส (ซับสเตรต) ท่ีไมดีและความหนืดของสารละลายซับสเตรตท่ีสูงเกินไป แตในงานวิจัยนี้
การเขาสูคาคงท่ีของคากิจกรรมของเอนไซมตรึงรูปท่ีความเขมขนของซับเสตร (เคซีน) 4.5
เปอรเซ็นต  นาจะเกิดจากการไมมีอิทธิพลของ concentration gradient ท่ีมีตอการถายโอนมวล 
เพราะสารละลายเคซีนท่ีเตรียมไดนี้ไมหนืด  

 
4.  ศึกษาเสถียรภาพของอุณหภูมิและพีเอชที่มีตอการทํางานแของเอนไซมตรึงรูปและอิสระ 
 

4.1  อิทธิพลของอุณหภูมิ 
 

เม่ือเปรียบเทียบการบมโปรติเอสอิสระและโปรติเอสท่ีตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนท
บนเม็ดไคโตซาน ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรท่ีมีคาพีเอช 7 ในชวงอุณหภูมิ 30–90 องศา
เซลเซียส นาน 15 นาที  ดังแสดงในภาพท่ี 19  
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ภาพที่ 19  ผลของอุณหภูมิท่ีใชในการบมเอนไซมตอคากิจกรรมเอนไซมอิสระสัมพัทธ  (  ) และตอ 
                กิจกรรมเอนไซมตรึงรูปสัมพัทธ (o)  
 

 พบวา (ภาพท่ี 19) คากิจกรรมเอนไซมสัมพัทธของเอนไซมท้ังสองประเภทมีคาเพ่ิมขึ้นตาม
อุณหภูมิท่ีเพ่ิมขึน้จนมีคาสูงสุดท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสจากนั้นมีคาลดลง  ซ่ึงเปนผลจากการ
เส่ือมสภาพของเอนไซมเนื่องจากความรอนท่ีมากเกิน แตท่ีอุณหภูมิต่ํากวา 40 องศาเซลเซียส       
ใหคากิจกรรมเอนไซมสัมพัทธท่ีต่ําท้ังเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนท  
เปนอุณหภูมิท่ีไมเหมาะสมในการบมเอนไซม เนื่องจากตลอดชวงอุณหภูมิท่ีใชบมนี้ท่ีอุณหภูมิต่ํา
เกินไปจะทําใหไปลดการปนเปอนของโปรตีน และมีคาคงท่ีในการทําปฏิกิริยาต่ํา (Chaplin and 
Bucke,1990)  ซ่ึงคากิจกรรมเอนไซมสัมพัทธของเอนไซมตรึงรูปมีคามากกวาเอนไซมอิสระตลอด
ชวงอุณหภูมิท่ีใชบมนี ้ดังนั้นจึงกลาวไดวาเอนไซมตรึงรูปมีเสถียรภาพตออุณหภูมิสูงกวาเอนไซม
อิสระ โดยงานวิจัยของ Bhandari et al. (2009) ศึกษาเสถียรภาพของอุณหภูมิตอคากิจกรรมของ
เอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูปไทออลโปรติเอสบนไคโตซานดวยพันธะโควาเลนทเหมือนกับ
งานวิจัยนี้ พบวาใหคากิจกรรมสูงสุดท่ี อุณหภูมิประมาณ 40 องศาเซลเซียส ซ่ึงใหคาท่ีสอดคลอง
กับงานวิจัยนี้  
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 4.2 ศึกษาอิทธิพลของพีเอช 
 
เสถียรภาพของเอนไซมตรึงรูปบนไคโตซานดวยพันธะโควาเลนท ทําโดยนําเอนไซม

ท่ีผานการตรึงแลว มาบมในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรท่ีมีคาพีเอชตางๆ (5 ถึง 9) ท่ีอุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ภาพท่ี 20 แสดงคากิจกรรมเอนไซมของเอนไซมอิสระและ
เอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทท่ีคาพีเอชตางๆ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 20  ผลของพีเอชท่ีใชในการบมเอนไซมตอคากิจกรรมเอนไซมอิสระสัมพัทธ   (  ) และ 
                 กิจกรรมเอนไซมตรึงรูปสัมพัทธ (o)  
 

 พบวา (ภาพท่ี 20) คากิจกรรมเอนไซมสัมพัทธของเอนไซมท้ังสองประเภทมีคาเพ่ิมขึ้นตาม
พีเอชท่ีเพ่ิมขึน้จนมีคาสูงสุดท่ีพีเอช 7 จากนั้นมีคาลดลง ซ่ึงเปนผลจากการเส่ือมสภาพ และเปล่ียน
โครงสรางของเอนไซม แตพบวาท่ีพีเอชต่ํากวา 7 และสูงกวา 7 คากิจกรรมเอนไซมสัมพัทธลดลง
เนื่องจากพีเอชเปล่ียน ทําใหประจุสุทธิเปล่ียนไป โครงสรางจึงเปล่ียน เพราะการผลักกันหรือดูดกัน
ของประจุ จึงทําใหคากิจกรรมเปล่ียนไป (Chaplin and Bucke,1990)  ตลอดชวงพีเอชท่ีใชบมนี้     
คากิจกรรมเอนไซมสัมพัทธของเอนไซมตรึงรูปมีคามากกวาเอนไซมอิสระ ดังนั้นจึงกลาวไดวา
เอนไซมตรึงรูปมีเสถียรภาพตอพีเอชสูงกวาเอนไซมอิสระ โดยงานวิจัยของ Bhandari et al.(2009) 
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ศึกษาเสถียรภาพตอพีเอชของเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูปไทออลโปรติเอสบนไคโตซานดวย
พันธะโควาเลนทเหมือนกันงานวิจัยนี้ แตพบวาใหคากิจกรรมสูงสุดท่ี พีเอช 6 ซ่ึงเปนผลท่ีแตกตาง
กับงานวิจัยนี้ เนื่องมาจากวาโปรติเอสท่ีใชเปนโปรติเอสตางชนิดกัน  
 
5. ผลการศึกษาประสิทธิภาพการใชงานเอนไซมที่ถูกตรึง 
 
 5.1 ศึกษาการใชซํ้าของเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนท 
  
       การทดลองนี้ไดทําการศึกษาการใชซํ้าของเอนไซมตรึงรูป โดยนํามาทําปฏิกิริยากับ
ซับสเตรต (เคซีน) ซํ้าเปนจํานวน 9 รอบการใชซํ้า โดยสภาวะในการทําปฏิกิริยาคือ 40 องศา
เซลเซียส พีเอช 7 และใชความเขมขนของซับสเตรต  1.5 เปอรเซ็นต ดังแสดงในภาพท่ี 21  พบวาคา
กิจกรรมของโปรติเอสตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทจะลดลงอยางรวดเร็วเม่ือใชซํ้าครั้งท่ี 1 และจะ
คอยๆ ลดลงอยางชาๆ จนเริ่มคงท่ีในการใชซํ้าครั้งท่ี 8 ซ่ึงเปนผล มาจากเอนไซมเกิดการเส่ือม 
สภาพระหวางการใชงาน และเนื่องจากการตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทแรงกระทําระหวางเอนไซม
กับตัวพยุงมีความแข็งแรงมาก ทําใหเอนไซมหลุดออกจากตัวพยุงไดยากจึงเห็นวาเม่ือใชซํ้าไป
เรื่อยๆ คากิจกรรมจะเริ่มคงท่ี หลังจากใชซํ้าไปแลว 5, 7 และ 9 ครั้ง พบวาเอนไซมยังคงรักษา 
สภาพได  74.08, 70.71 และ 67.46 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  เม่ือเทียบกับคากิจกรรมเริ่มตน 
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ภาพที่ 21  ผลของการใชซํ้าของเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนท โดยสภาวะท่ีวัดกิจกรรมคือ  

40 องศาเซลเซียส พีเอช 7  
 

      งานวิจัยนี้สอดคลองกับงานวิจัยของ Silva et al.(2006)  ศึกษาการ ใชซํ้าของการตรึง
รูปอัลคาไลนโปรติเอสบน Eudragit S-100 พบวายังคงรักษาสภาพได  72 เปอรเซ็นตเม่ือเปรียบเทียบ
กับคากิจกรรมเริ่มตน หลังจากใชซํ้าไปแลว 5 รอบ และในงานวิจัยของ Altun et al. (2007) ศึกษา
การใชซํ้าของเปปซินตรึงรูปบนไคโตซานดายพันธะโควาเลนทพบวา สามารถคงสภาพไดเพียง    
20 เปอรเซ็นต เม่ือเทียบกับคากิจกรรมเริ่มตน หลังจากใชซํ้าไปแลว 7 รอบ และคากิจกรรมจะลดลง
อยางรวดเร็วหลังจากใชซํ้าไปแค 3 รอบ แสดงวาโปรติเอสตรึงรูปบนไคโตซานในงานวิจัยนี้ ซ่ึง
เปน fungal protease สามารถคงสภาพในการใชซํ้าไดมากกวาเปปซินซ่ึงใชวิธีการตรึงรูปดวยพันธะ
โควาเลนทบนไคโตซานเหมือนกัน 
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 5.2 ศึกษาการเก็บ (storage) ของเอนไซม 
 
       การทดลองนี้ทําการศึกษาเอนไซมตรึงรูปบนไคโตซานดวยพันธะโควาเลนทและ
เอนไซมอิสระในการเก็บคางคืนไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยทําการตรึงโปรติเอสท่ีสภาวะท่ี
เหมาะสม แลวทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส พีเอช 7 ภาพท่ี 22 แสดงผลการเก็บคางคืน
ของเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทและเอนไซมอิสระ พบวาตลอดชวงระยะเวลาคากิจกรรม
เอนไซมสัมพัทธของเอนไซมตรึงรูปมากกวาเอนไซมอิสระ แสดงวาในชวงระยะเวลาเดียวกัน
เอนไซมตรึงรูปมีเสถียรภาพในการเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสไดดีกวาเอนไซมอิสระ และเม่ือ
พิจารณาเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนท พบวาคากิจกรรมของเอนไซมสัมพัทธลดลง แตยัง
รักษาสภาพได 83 เปอรเซ็นต ในขณะท่ีเอนไซมอิสระยังคงรักษาสภาพได 73 เปอรเซ็นต เม่ือเทียบ
กับคากิจกรรมเริ่มตน หลังจากการเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 28 วัน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 22  ผลของการเก็บเอนไซมอิสระ (  ) และกิจกรรมเอนไซมตรึงรูป (o) บนไคโตซานดวย  
                 พันธะโควาเลนทท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
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โดยงานวิจัยนี้สอดคลองกับงานวิจัยของ Chang et al. (2007) ไดทําการศึกษาการเก็บคาง
คืนของเอนไซมตรึงรูปชนิดเปยกและแหง รวมท้ังเอนไซมอิสระ พบวา คากิจกรรมของเอนไซมจะ
ลดลงและคงท่ีแลวหลังจากวันท่ี 30 โดยคากิจกรรมของเอนไซมตรึงรูปมากกวาเอนไซมอิสระ
ในชวงระยะเวลาเดียวกัน และเอนไซมตรึงรูปยังรักษาสภาพไดถึง 85 เปอรเซ็นต เม่ือเทียบกับคา
กิจกรรมเริ่มตน  และนอกจากนี้ยังพบในงานวิจัยของ Chiou and Wu (2004) , Altun et al. (2007) 
 
6.  ศึกษาจลนพลศาสตรและการเส่ือมสภาพของเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูป 
        

6.1 ศึกษาจลนพลศาสตร 
 
      ภาพท่ี 23 ก และ ข แสดงการเปล่ียนแปลงของกิจกรรมเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึง

รูปบนไคโตซานดวยพันธะโควาเลนทกับเวลาท่ีไดจากการทําปฏิกิริยาระหวางเอนไซม (เอนไซม
อิสระหรือท่ีตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนท) กับซับสเตรต (เคซีน) ท่ีความเขมขนเริ่มตนของเคซีน
และเวลาตาง ๆ โดยอุณหภูมิในการทําปฏิกิริยาคงท่ีท่ี 40 องศาเซลเซียส โดย พบวาภาพท้ังสอง
แสดงการเปล่ียนแปลงของคากิจกรรมของเอนไซมท้ังตรึงรูปและอิสระท่ีคลายคลึงกัน คือคา
กิจกรรมของเอนไซมอิสระและตรึงรูปเพ่ิมขึ้นตามเวลา และเขาสูคาคงท่ีท่ีเวลามากกวา 300 นาที 
และนอกจากนี้พบวาท่ีเวลาใดๆ เม่ือความเขมขนของซับสเตรตท่ีใชเริ่มตนสูงขึ้นคากิจกรรมของ
เอนไซมตรึงรูปและเอนไซมอิสระจะเพ่ิมขึ้นดวย   จลนพลศาสตรของการตรึงโปรติเอสบน         
ไคโตซานดวยพันธะโควาเลนทสามารถอธิบายได โดยใชสมการของ มิเคลิส-เมนเทน อันดับหนึ่ง 
(สมการท่ี 19)   
 
                                                                     V =  

 
max

m

V S
K S

                                                    (19) 

 
โดยท่ี v (หรือ ความเร็วของปฏิกิริยา) สามารถหาไดจากความชันเริ่มตนของภาพท่ี 23 ก และ ข 
สําหรับเอนไซมอิสระและตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนท ตามลําดับ และไดแสดงคาท่ีไดในตารางท่ี  
4  แลวคาพารามิเตอร  Vmax และ  Km สามารถหาไดจากการทําใหสมการมิเคลิส-เมนเทน เปน
เสนตรง  ซ่ึงเปนวิธีการของไลนวีเวอรเบิรก (สมการท่ี 25) 
 
                                                              1

V
= 

  maxmax

11
VSV

Km 






                                         (25) 
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ภาพที่ 23  ผลของความเขมขนของซับสเตรตท่ีใชในการทําปฏิกิริยาของคากิจกรรมเอนไซมตอเวลา  
                ท่ีใชในการทําปฏิกิริยา (ก) เอนไซมอิสระ (ข) เอนไซมตรึงรูปบนไคโตซานดวยพันธะ 
               โควาเลนท   ( , +,     ,    และ     คือความเขมขนของซับสเตรตเทากับ 1, 3, 5, 7 และ 15  
                มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ) 
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ตารางที่ 4  ความเร็วเริ่มตนของปฏิกิริยา (µmol/min-mg protene1) ท่ีไดจากความชันเริ่มตนของภาพ 
                 ท่ี 23 ก และ ข 
 

ความเขมขนซับสเตรต 
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

ชนิดของเอนไซม 
เอนไซมอิสระ เอนไซมตรึงรูป 

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 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน 
 

      โดยท่ีคา Vmax และ Km ท่ีไดนี้ไดแสดงในตารางท่ี 5 จะเห็นวา คา R2 ท่ีไดมีคานอยกวา 
0.99  แตยังถือวายอมรับได เพราะ R2 ท่ีแสดงในงานวิจัยอ่ืนๆ สําหรับการ fit curve เขากับสมการ
มิเคลิส-เมนเทนนี้มีคาประมาณ 0.91-0.96 สําหรับเอนไซมตรึงรูปและเอนไซมอิสระ (Gummadi et 
al.,2009 และ Chang and Juang ,2007)  และภาพท่ี 24 ไดแสดงกราฟเพ่ือใชหาพารามิเตอรเหลานี้  
นอกจากนี้เม่ือใชคาพารามิเตอรท่ีไดแทนลงในสมการ  มิเคลิส-เมนเทน (สมการท่ี 15)  แลว
คํานวณหาคา Vmax  ดังแสดงในภาพท่ี  24  จะเห็นวาคา Vmax ท่ีไดจากสมการมิเคลิส-เมนเทน และท่ี
อานไดจากภาพท่ี 24 มีคาใกลเคียงกันในชวงความเขมขนของ เคซีนท่ีสนใจนี ้

 
ตารางที่ 5  พารามิเตอรทางจลนพลศาสตรของเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูป (Vmax และ Km)  

 
 R2 Vmax 

(U/mg protene) 
Km 

(mol/ml) 
 เอนไซมอิสระ 
เอนไซมตรึงรูป 

0.9087 
0.9816 

7.812 
4.831 

3.97×10-5 

3.90×10-5 
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ภาพที ่24  ความสัมพันธระหวาง 1/V และ 1/[S] ตามความสัมพันธของสมการไลวีเวอรเบิรก ของ 
                 เอนไซมอิสระ (  ) และเอนไซมตรึงรูปบนไคโตซานดวยพันธะโควาเลนท (o) 
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ภาพที่ 25  อิทธิพลของความเขมขนของซับเสรตกับเร็วเริ่มตนของปฏิกิริยาระหวางเอนไซมอิสระ     
                (  ) และเอนไซมตรึงรูปบนไคโตซานดวยพันธะโควาเลนท (o) ดวยสมการอันดับหนึ่ง 
               ของมิเคลิส-เมนเทน  (เสนประแสดงคา Vmax โดยประมาณ) 
 
       ตารางท่ี 5 แสดงใหเห็นวาเอนไซมตรึงรูปมีคา Km ใกลเคียงกับเอนไซมอิสระ ซ่ึงบง
บอกถึงความสามารถในการจับกันได (affinity) ระหวางเอนไซมท่ีถูกตรึงรูปกับซับสเตรตได
ใกลเคียงกันเม่ือเทียบกับของเอนไซมอิสระกับซับสเตรต  นอกจากนี้ยังพบวาคาความเร็วปฏิกิริยา
สูงสุด (Vmax) ของเอนไซมตรึงรูปต่ํากวาของเอนไซมอิสระ  บงบอกวาเอนไซมตรึงรูปบนไคโตซาน
ดวยพันธะโควาเลนทมีประสิทธิภาพต่ํากวา  โดยมีสาเหตุมาจากปญหาผลกระทบดานการถายเท
มวล  (Sangeetha and Abraham ,2008)  ซ่ึงไดยืนยันดวยผลการทดลองกอนหนานี้แลววาเอนไซม
ตรึงรูปนี้มีท้ังท่ีอยูบนผิวเม็ดไคโตซานและในรูของเม็ดไคโตซานดวย และดวยความเร็วรอบ 160 
รอบตอนาที  ท่ีใชในการศึกษาจลนพลศาสตรนี้  อิทธิพลของการถายเทมวลยังคงมีผลตอการทํา
ปฏิกิริยาของเอนไซมตรึงรูปกับซับสเตรต  แตมีคาต่ํา 
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       คา Km ของเอนไซมตรึงรูปมีคาใกลเคียงกับเอนไซมอิสระ ยังพบไดในงานวิจัยของ
Sangeetha and Abraham (2008) ท่ีศึกษาการตรึง fungal protease (แตไมใช flavourzyme ) บน     
ไคโตซานดวยพันธะโควาลนทและมีกลูตารัลดีไฮดเปนตัวกระตุน ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยนี ้

 
      คา Vmax ของเอนไซมตรึงรูปบนไคโตซานดวยพันธะโควาเลนทมีคาต่ํากวาของเอนไซม

อิสระ นี้ยังสามารถพบไดในงานวิจัยอ่ืนๆ เชนการตรึงรูปซีรีน V8 โปรติเอสบน AFM tip ดวย
พันธะโควาเลนท (Nakamura et al.,2007)  การตรึงโปรติเอสกับ water soluble-insuluble polymer 
ดวยพันธะโควาเลนท (Silva et al.,2006) เม่ือเปรียบเทียบ Vmax ของเอนไซมโปรติเอสตรึงรูปท่ีไดใน
งานวิจัยนี้  พบวามีคาใกลเคียงกับงานวิจัยของ Kumar et al.(2009) ซ่ึงไดคา Vmax เทากับ 4.02          
ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน ซ่ึงเปนการตรึง acid protease บน mesoporous activated carbon (FMAC)   
 

6.2  การเส่ือมสภาพดวยความรอน 
 

       การเส่ือมสภาพนี้ศึกษาโดยการบมเอนไซมโปรติเอสท่ีสนใจในบัฟเฟอร พีเอช  7  ท่ี
อุณหภูมิคงท่ีเปนเวลาตางๆ  แลวจึงนําเอนไซมนั้นมาวัดคากิจกรรมตามท่ีไดอธิบายในวิธีการ
ทดลอง   ภาพท่ี 26 แสดงการเส่ือมสภาพ (การลดลงของคากิจกรรม) ของเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะ
โควาเลนทและเอนไซมอิสระท่ีเวลาและอุณหภูมิตางๆ โดยจะเห็นวาท่ีเวลาเทากัน  การเพ่ิม 
อุณหภูมิจะทําใหคากิจกรรมของท้ังเอนไซมอิสระและตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทลดลง 

 
       นอกจากนี้การเส่ือมสภาพของเอนไซมดวยความรอน มักนิยมใหเปนปฏิกิริยา  

pseudo-first order  ดังสมการท่ี 38 โดยคา kd ท่ีไดสามารถนําไปใชหาคาพลังงานกระตุนในการ
เส่ือมสภาพ (deactivation energy,Ed)    

 
  

0

ln
A
A   =  tkd  +  C                                                   (38) 

 
โดย A0   เปนคากิจกรรมของเอนไซมท่ีเวลาเริ่มตน (ไมผานการบม) และ A เปนคากิจกรรมท่ีเวลา
ใดๆ มีหนวยเปนยูนิต โดยเปนคาท่ีเกี่ยวของกับการเปล่ียนแปลงของผลิตภัณฑตอหนึ่งหนวยเวลา 
kd  เปนคาคงท่ีของการเกิดปฏิกิริยาและ C เปนคาคงท่ี ภาพท่ี 27 แสดงความสัมพันธระหวาง 
ln(A/A0) กับเวลาสําหรับเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูปบนไคโตซานดวยพันธะโควาเลนท 
ตามลําดับ      
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ภาพที่ 26  กราฟคากิจกรรมของเอนไซมอิสระ (ก) และเอนไซมตรึงรูปบนไคโตซานดวยพันธะ     
                โควาเลนท (ข)  ใชในการหาครึ่งชีวิตจากการทดลอง   (   ,   ,    , × และ ⋇  คืออุณหภูมิ 40,  
                 50, 60, 70 และ 80 ตามลําดับ) 
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ภาพที่ 27  ปฏิกิริยาอันดับหนึ่งของการเส่ือมสภาพของเอนไซมอิสระ(ก) และ เอนไซมตรึงรูป (ข) 
                 ดวยความรอน  ท่ีอุณหภูมิตางๆ ( +, ×,    ,    และ     คือ 40, 50, 60, 70 และ 80 
                 องศาเซลเซียส ตามลําดับ) 
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ln ln d
d

Ek A
RT

 

โดยภาพท่ี 27 จะเห็นวาในชวงเวลานอยๆ การเปล่ียนแปลงของ ln(A/A0) กับเวลาเปนไป
ตามปฏิกิริยา pseudo-first order  (แปรผันตรงกับเวลา)  นอกจากนี้ท่ีเวลาคงท่ีคาๆ หนึ่ง คา ln(A/A0) 
ของเอนไซมตรึงรูปมีคาสูงกวาของเอนไซมอิสระ บงบอกถึงความเสถียรของเอนไซมตรึงรูปตอ
ความรอนท่ีสูงกวานัน่เอง คาความชันท่ีอานไดจากกราฟระหวาง ln(A/A0) กับเวลา (ภาพท่ี 27) คือ
คา kd และคา kd ท่ีไดท่ีอุณหภูมิตางๆ นี้สามารถนําไปใชหาคา Ed ซ่ึงเปนความชันของสมการ
เสนตรง (ดูภาพท่ี 28)  ตามความสัมพันธของสมการอารเรเนียส  (สมการท่ี 39)  โดยคาเหลานี้ได
สรุปไวในตารางท่ี 5  ตามลําดับ 

 
                                                                                                                                   (39) 
 

โดย A เปนคาคงท่ีหรือแฟกเตอรความถ่ี Ed เปนพลังงานท่ีใชในการเส่ือมสภาพเอนไซม 
(deactivation energy) ซ่ึงสัมพันธกับตัวเรงปฏิกิริยา หรือในท่ีนี้ก็คือการเส่ือมสภาพของเอนไซม 
(kJ/mol)  R เปนคาคงท่ีของแกส (8.314 J/mol K) และ T เปนอุณหภูมิสัมบูรณ (K) ซ่ึงผลการ
ทดลองท่ีไดแสดงในภาพท่ี 28 โดยจะเห็นวาผลการทดลองสอดคลองกับสมการขางตน คือกราฟท่ี
ไดเปนสมการเสนตรง โดยความชันท่ีไดเทากับ 

R
Ed   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 28  อารเรเนียสพล็อตระหวางคาคงท่ีของอัตราการเส่ือมสภาพดวยความรอนของเอนไซม     
                 ตรึงรูป (o) และเอนไซมอิสระ (  )  กับอุณหภูมิท่ีใชบมเอนไซม 
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      ตารางท่ี 6 แสดงคา kd และ Ed ท่ีไดจากการ fit สมการอารเรเนียสเขากับขอมูลการ
ทดลอง  เพ่ือความสะดวกในการเปรียบเทียบคา Ed ท่ีไดนี้กับท่ีไดมีการรายงานในบทความอ่ืนๆ   
จึงไดเปล่ียนจาก kJ/mol เปน kcal/mol   โดยคา R2 ท้ังสองท่ีไดจากการ fit มีคาสูงกวา 0.99 บงบอก
วาคาคงท่ีของการเส่ือมสภาพของเอนไซมเปนไปตามสมการอารเรเนียส คา  kd ของโปรติเอสตรึง
รูปนอยกวาโปรติเอสอิสระ และคา  Ed ของโปรติเอสอิสระและโปรติเอสตรึงรูปท่ีไดนี้มีคาใกลเคียง
กับงานวิจัยของ Ahmed et al. (2008) ซ่ึงไดคา Ed ของโปรติเอสอิสระและตรึงรูปเทากับ 6.206   
และ 5.688 kcal/mol ตามลําดับ 

 
แมวาคา Ed ของเอนไซมตรึงรูปมีคาต่ํากวาของเอนไซมอิสระซ่ึงแสดงถึงพลังงานท่ีใชใน

การเส่ือมสภาพเอนไซม (deactivation energy) ท่ีต่ํา  แตดวยแฟกเตอรความถ่ี A  ในสมการท่ี 33 ท่ี
บงบอกถึงโอกาสในการชนท่ีต่ํา  ทําใหคา kd สําหรับการเส่ือมสภาพของเอนไซมตรึงรูปมีคาต่ํา  บง
บอกถึงการเส่ือมสภาพของเอนไซมตรึงรูปท่ีเกิดไดชากวาหรือเอนไซมตรึงรูปทนตอความรอนได
ดีกวานั่นเอง  ลักษณะของคา kd  ท่ีต่ําเนื่องจากมีคา A ต่ํานี้สามารถพบในงานวิจัยอ่ืนๆ ได (Min and 
Juang,2005; Ahmed et al.,2008) 
 
ตารางที่ 6  แสดงคาคงท่ี  kd และ  Ed ของเอนไซมอิสระ และเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนท 

 
อุณหภูมิ  

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

เอนไซมอิสระ เอนไซมตรึงรูป เอนไซมอิสระ เอนไซมตรึงรูป 
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) 

 
       คาครึ่งชีวิต (t1/2) หรือ half life เปนอีกตัวแปรท่ีสามารถบงบอกเสถียรภาพของเอนไซม
ได โดยเปนชวงเวลาท่ีคากิจกรรม (Residual enzyme activity)มีคาเหลือเพียง 50% ของคากิจกรรม
เริ่มตน ดังนั้นจากสมการท่ี 40 จะไดคาครึ่งชีวิตเปน 
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                                                2/1
0

05.0ln tk
A
A

d                                        (40) 

 
นั่นคือ             

dk
t 5.0ln

2/1                                                         (41) 

 
       ตารางท่ี 7 เปรียบเทียบระหวางคาครึ่งชีวิตท่ีไดจากการทดลอง (คํานวณจากสมการท่ี 
41) กับท่ีไดจากการทํานาย (อานไดจากภาพท่ี 26) พบวามีคาใกลเคียงกันและท่ีอุณหภูมิมากขึ้นคา
ครึ่งชีวิตคาครึ่งชีวิตของเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทและเอนไซมอิสระมีคาลดลง ซ่ึงบง
บอกถึงการเส่ือมสภาพของเอนไซมท่ีอุณหภูมิสูงขึ้นและทําใหทํางานไดแยลง นอกจากนี้ยังพบวา
ตลอดชวงอุณหภูมิท่ีสนใจนี้คาครึ่งชีวิตของเอนไซมตรึงรูปมีคาสูงกวาเอนไซมอิสระ ซ่ึงยืนยันถึง
ความเสถียรตอความรอนและการเส่ือมสภาพท่ีเกิดชากวาของเอนไซมโปรติเอสตรึงรูปเม่ือเทียบกับ
เอนไซมโปรติเอสอิสระ   
 
ตารางที่ 7  คาครึ่งชีวิต (min) ของเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูป ท่ีไดจากการทํานายจาก 
                  กราฟ (ภาพท่ี 26) และคาท่ีไดจากการทดลอง   
 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

เอนไซมอิสระ เอนไซมตรึงรูป 
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 

 
 
 



สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 
 
 งานวิจัยนี้ ศึกษาการตรึงโปรติเอสบนไคโตซานดวยวิธีหอหุม และเช่ือมดวยพันธะ           
โควาเลนทโดยใชกลูตารัลดีไฮดเปนตัวกระตุนท่ีความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร เปนเวลา 
2.5 ช่ัวโมง แลวนํามาตรึงเอนไซมโปรติเอสในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขนไอออน 
(ionic strength ) เทากับ 0.05 โมลาร พีเอช 7 ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 3 ช่ัวโมง  
 

ศึกษา BET และ SEM พบวาพ้ืนท่ีผิวจําเพาะและปริมาตรรวมของรูพรุน รวมท้ังภาพท่ีได
จาก SEM เม่ือตรึงเอนไซมดวยพันธะโควาเลนทและวิธีหอหุมมีรูพรุนขนาดเล็กกวาเม็ดไคโตซานท่ี
ไมมีเอนไซม เม่ือนํามาทดสอบผลของการถายโอนมวลตอคากิจกรรมของเอนไซมตรึงรูปดวย
พันธะโควาเลนทพบวาท่ีความเร็วรอบ 160 รอบตอนาที และท่ีความเขมขนของซับสเตรต 1.5 
เปอรเซ็นตใหคากิจกรรมสูงสุด และจากการศึกษาเสถียรภาพของอุณหภูมิและพีเอชของเอนไซม
ตรึงรูปบนไคโตซานดวยพันธะโควาเลนทเทียบกับเอนไซมอิสระพบวาใหคากิจกรรมเอนไซม
สัมพัทธมากท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และพีเอช 7 ท้ังเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนท
และเอนไซมอิสระ ในการศึกษาการใชซํ้าพบวาเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทสามารถรักษา
ประสิทธิภาพการใชซํ้าไดถึง 67 เปอรเซ็นตเทียบกับคากิจกรรมเริ่มตนหลังจากใชซํ้าไปแลว 9 รอบ 
และเม่ือนําไปเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทไปเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ยังคงรักษา
สภาพไดถึง 83 เปอรเซ็นต เม่ือเก็บไวถึง 28 วัน 

 
นอกจากนี้ผลการศึกษาจลนพลศาสตร พบวาเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทมี

ความสามารถในการจับกันได (affinity) ระหวางเอนไซมท่ีถูกตรึงรูปกับซับสเตรตไดใกลเคียงกัน
เม่ือเทียบกับของเอนไซมอิสระกับซับสเตรต แตคาความเร็วปฏิกิริยาสูงสุดของเอนไซมตรึงรูปต่ํา
กวาของเอนไซมอิสระ รวมท้ังศึกษาการเส่ือมสภาพดวยความรอน พบวาเอนไซมตรึงรูป
เส่ือมสภาพไดชากวาเอนไซมอิสระ 
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ขอเสนอแนะ 
 

1.  เนื่องจากการตรึงรูปดวยวิธีหอหุม เอนไซมตรึงรูปจะเสียสภาพขณะทําปฏิกิริยา ดังนั้น
ควรหาวิธีในการทําใหเอนไซมมีความแข็งแรงมากขึ้น เชนการเติมเคลย เปนตน 

 
2.  ควรศึกษาพารามิเตอรอ่ืนท่ีมีอิทธิพลตอการตรึงโปรติเอสบนไคโตซานดวยพันธะ      

โควาเลนทและวิธีการหอหุม เชนปริมาณเอนไซมท่ีเหมาะสมในการตรึง เปนตน 
 

       3.  ควรศึกษาพารามิเตอรอ่ืนท่ีมีอิทธิพลตอการตรึงโปรติเอสบนไคโตซานดวยพันธะ      
โควาเลนทเพ่ิมเติม เชน ชนิดของตัวกระตุน 
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ภาคผนวก ก 
 

วิธีการวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูป 
 
1. การเตรียมสารเคมีที่ใชในการวิเคราะหคากิจกรรมโปรติเอส 

 
1.1  สารละลาย 0.1 โมลาร ไฮโดรคลอริก เตรียมโดยการผสมกรดไฮโดรคลอริก     

(37 เปอรเซ็นต) จํานวน 1.17  มิลลิลิตรกับน้ํากล่ัน แลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 
1.2  สารละลาย 0.1 โมลาร โซเดียมไฮดรอกไซด  เตรียมโดยละลายโซเดียม                   

ไฮดรอกไซด จํานวน 0.4 กรัม กับน้ํากล่ันแลวปริมาตรปรับเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 
1.3  สารละลาย 0.2 โมลาร โมโนเบสิก โพแทสเซียมฟอสเฟต เตรียมโดยละลาย 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนออโทรฟอสเฟต (KH2PO4) จํานวน 3.12 กรัมกับน้ํากล่ัน แลวปรับ
ปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 

       1.4  สารละลาย 0.2 โมลาร ไดเบสิก โพแทสเซียมฟอสเฟต เตรียมโดยละลาย                     
ไดโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนออโทรฟอสเฟต (K2HPO4) จํานวน 3.56 กรัมกับน้ํากล่ัน แลวปรับ
ปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 

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 แลวปรับปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร  
ดวยน้ํากล่ัน 

1.6  สารละลายเคซีน (casein) 1.5 เปอรเซ็นต เตรียมโดยละลายเคซีนจํานวน 1.5 กรัม
กับสารละลาย 0.1 โมลาร โซเดียมคลอไรด จํานวน 20 มิลลิลิตร นําไปเขยาในอางน้ําอุนพรอม 30 
นาที เพ่ือใหเคซีนละลายจนหมด ปลอยใหสารละลายเคซีนเย็นท่ีอุณหภูมิหอง ปรับพีเอชใหเทากับ 
7 ดวยสารละลาย 0.1 โมลาร ไฮโดรคลอริก และ 0.1 โมลาร โซเดียมไฮดรอกไซด จากนั้นเติม
สารละลาย 0.05 โมลาร โซเดียมฟอสเฟสบัฟเฟอร พีเอช 7 จํานวน 50 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตร
เปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 

1.7  สารละลาย 0.4 โมลาร กรดไตรคลอโรอะซิกติก (TCA) เตรียมโดยละลาย TCA 
จํานวน 6.54 กรัมกับน้ํากล่ัน แลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 

1.8  สารละลาย 0.4 โมลาร โซเดียมคารบอเนต เตรียมโดยละลายโซเดียมคารบอเนต 
จํานวน 4.24 กรัมกับน้ํากล่ันแลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 
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1.9  สารละลายโฟลิน (folin reagent) เตรียมไดโดยผสมสารละลายโฟลินกับน้ํากล่ัน
ในอัตราสวน 1 ตอ 1 แลวนําไปใชทันที 
 
2. การวิเคราะคากิจกรรมของโปรติเอส   (Han and Shahid, 1995) 
 

2.1 ใสน้ํากล่ันแทนสารละลายเอนไซมลงไปในหลอดทดลองท่ี 1 จํานวน 1 มิลลิลิตร 
สวนหลอดทดลองอ่ืนๆ ใสเม็ดบีดท่ีไดจากการตรึงรูป (ใชประมาณ 8-9 เม็ด ใหช่ังน้ําหนักเม็ด
ท้ังหมดกอนมาทดสอบ) นําหลอดทดลองท้ังหมดใสใน rack และวางท้ัง rack ในน้ําอุนท่ี 40 องศา
เซลเซียส 

2.2 เติมสารละลายเคซีท่ีเย็นเทาอุณหภูมิหอง จํานวน 1 มิลลิลิตรลงไปในหลอด
ทดลองท่ีเติมน้ํากล่ันแทนสารละลายเอนไซมท่ีนาทีท่ี 0 สวนหลอดอ่ืนๆ เติมสารละลายเคซีนดัง 
กลาว จํานวนหลอดละ 1 มิลลิลิตรเชนกันท่ีเวลาตางๆ ตั้งท้ิงไวใหแตละหลอดทําปฏิกิริยาครบ 10 
นาที  (ทุกหลอดยังคงอยูใน rack ซ่ึงวางในอางน้ําอุนท่ี 40 องศาเซลเซียสตลอดเวลา) 

2.3 นาทีท่ี 10 เติมสารละลาย 0.4 M TCA ท่ีเย็นเทาอุณหภูมิหอง ลงในหลอดท่ีเติมน้ํา
กล่ันแทนสารละลายเอนไซมจํานวน 2 มิลลิลิตร และเติม 0.4 M TCA ลงในหลอดทดลองอ่ืนๆ ท่ีทํา
ปฏิกิริยาครบ 10 นาทีเชนกนั ตามลําดับ ตั้งหลอดทดลองท้ังหมดท้ิงไวใหตกตะกอนในอางน้ําอุนท่ี
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนํามากรองตะกอนออกโดยใชกระดาษกรอง
เบอร 1  (หมายเหตุทุกหลอดอยูใน rack ซ่ึงวางในอางน้ําอุนท่ี 40 องศาเซลเซียสตลอดเวลา จนกวา
จะถึงเวลากรอง) 

2.4 ดูดสวนใสท่ีกรองไดอยางละ 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองแตละหลอด เติม
สารละลาย 0.4 M N

a2
CO

3
 ลงในหลอดทดลองแตละหลอดจํานวน 5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน เตรียม 

folin reagent ตอนนี้  โดยดูด folin 5 ml  ผสมกับน้ํากล่ัน 5 ml  ใสลงในขวดรูปชมพู เขยาใหเขากัน
นานๆ   

2.5 เติมสารละลาย folin reagent จํานวน 1 มิลลิลิตร ลงในสารละลายท่ีกรองไดของ
หลอดทดลองท่ีเติมน้ํากล่ันแทนสารละลายเอนไซมท่ีนาทีท่ี 0 สวนหลอดทดลองอ่ืนๆ เติม
สารละลาย folin reagent จํานวน 1 มิลลิลิตรเชนกันท่ีเวลาตางๆ ตั้งท้ิงไวใหแตละหลอดทําปฏิกิริยา
ครบ 10 นาที 

2.6 นาทีท่ี 10 เทหลอดทดลองท่ีใชน้ํากล่ันแทนสารละลายเอนไซมเปนหลอดควบคุม 
(blank) ลงใน cuvette 2 อัน วัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตรทันที กด auto 
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zero แลวดึง cuvette อันหนึ่งออก กล้ัวดวยน้ํากล่ัน 1-2 ครั้ง  จากนั้นนาทีท่ี 10 กวาๆ เทของเหลวใน
หลอดอันถัดไปลงใน cuvette เพ่ือกล้ัว และเทท่ีเหลือลงไปอีก แลววัดคา absorbance ท่ีนาทีท่ี 11 
ทันที  บันทึกคาการดูดกลืนแสงท่ีได 

 
3. การสรางกราฟมาตรฐานของการวิเคราะหคากิจกรรมโปรติเอส 
 
                    3.1  เตรียมสารละลาย L-tyrosine เขมขน 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยละลาย      
L-tyrosine จํานวน 0.2 กรัมกับน้ํากล่ัน แลวปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 
  3.2  สารละลาย L-tyrosine เขมขน 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ผสมกับน้ํากล่ันลงใน
แตละหลอดทดลองดวยอัตราสวนดังตารางภาคผนวก ก1 
 
ตารางผนวกที่ ก1  วิธีการเตรียมสารละลาย L-tyrosine ท่ีความเขมขนตาง  ๆ
 
หลอด

ท่ี 
ปริมาณสารละลาย L-tyrosine 

(มิลลิลิตร) 
ปริมาณน้ํา

กล่ัน 
(มิลลิลิตร) 

ความเขมขนของสารละลาย L-tyrosine 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

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

 
                    3.3  เติมสารละลาย 0.4 โมลาร โซเดียมคารบอเนต จํานวน 5 มิลลิลิตร ลงในหลอด
ทดลองแตละหลอด แลวเขยาใหเขากัน 
                    3.4  เติมสารละลายโฟลิน จํานวน 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองท่ี 1 เพราะเปนหลอด
ควบคุม (blank) ท่ีนาทีท่ี 0 สวนหลอดทดลองอ่ืนๆ เติมสารละลายโฟลิน จํานวน 1 มิลลิลิตรเชนกัน
ท่ีเวลาตางๆ ตั้งท้ิงไวใหแตละหลอดทําปฏิกิริยาครบ 10 นาที 

 3.5  นาทีท่ี 10 นําหลอดทดลองท่ี 1 ไปวัดคาการดูดกลืนแสงกอนดวยเครื่องสเปคโตโฟ
โตมิเตอรท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตรทันที กด auto zeo blank กอน แลววัดคาการดูดกลืนแสง
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y = 0.008x
R² = 0.9986
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ความเขมขนของ L-tyrisine (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)

ของหลอดทดลองอ่ืนๆ ท่ีทําปฏิกิริยาครบ 10 นาทีทันทีเชนกัน ทําการบันทึกคาการดูดกลืนแสงของ
หลอดท่ี 2 ถึงหลอดท่ี 6 

 3.6  นําคาการดูดกลืนแสงท่ีวัดไดมาวาดกราฟมาตรฐาน ใหแกน x คือ ความเขมขน
ของสารละลาย L-tyrosine แกน y คือ คาการดูดกลืนแสง 

 3.7  จากกราฟมาตรฐานสามารถสรางสมการหาความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืน
แสงและความเขมขนของสารละลาย L-tyrosine เม่ือทําการวิเคราะหคาการดูดกลืนแสงของ
สารละลายเอนไซมท่ีช่ัวโมงตางๆ จึงทราบคากิจกรรมโปรติเอสได ดังภาพผนวกท่ี ก 1 

 
คากิจกรรมโปรติเอสกําหนดให 1 ยูนิตของกิจกรรมโปรติเอส หมายถึง ปริมาณเอนไซมท่ี

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

 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพผนวกที่ ก1  กราฟมาตรฐานของการวิเคราะหคากิจกรรมโปรติเอส 
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วิธีการวิเคราะหปริมาณโปรตีนเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูป 
 
1. การเตรียมสารเคมีในการวิเคราะหปริมาณโปรตีนของโปรติเอส  
 

1.1 สารละลายสี เตรียมโดยละลายสารสี Coomassie brilliant blue G-250 100 
มิลลิกรัม ในเอทานอล (99.5 เปอรเซ็นต) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เติมกรดฟอสฟอริก (85 เปอรเซ็นต) 
ลงไป 100 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหไดเทากับ 200 มิลลิลิตร แลวนําไป
กรองดวยกระดาษกรองเบอร 41  

1.2 สารละลายโปรตีนมาตรฐาน (สําหรับ calibration) เตรียมสารละลายโปรตีนของ 
BSA (bovine serum albumin) ความเขมขน 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยช่ัง BSA 50 มิลลิกรัม 
คอย ๆ เติมน้ํากล่ัน เพ่ือชะฟองท่ีเกิดขึ้น เม่ือชะฟองหมดปรับปริมาตรสุดทายเปน 100 มิลลิลิตร 
จากนั้นเจืองจางดวยน้ํากล่ัน ใหมีความเขมขนเทากับ 0-30 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร(ถาเปนการ
ทดลองเพ่ือหาปริมาณโปรตีน สารละลายโปรตีนมาตรฐานจะหมายถึงของเหลวท่ีจะวัดหาโปรตีน) 
 

2. การสรางกราฟมาตรฐานของการวิเคราะหปริมาณโปรตีนโปรติเอส 
 

2.1 เตรียมสารละลายโปรตีนของ BSA (bovine serum albumin) ท่ีความเขมขนตางๆ
ดังแสดงในตารางภาคผนวก ก2 

 
ตารางผนวกที่ ก2  วิธีการเตรียมสารละลาย โปรตีนของ BSA ท่ีความเขมขนตาง  ๆ

 
หลอด

ท่ี 
ความเขมขนของสารละลาย
เขมขน 500 μg/ml ท่ีดูดมา 

(มิลลิลิตร) 

ปริมาณน้ํา
กล่ัน 

(ไมโครลิลิตร) 

ปริมาณโปรตีน 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

 
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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ความเขมขนของสารละลายโปรตีน (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)

3. วิธีวิเคราะหปริมาณโปรตีน (Bradford M.M.,1976) 
 
3.1 ปเปตสารละลายโปรตีนมาตรฐานท่ีเขมขนตางๆ(ถาเปนการทดลองเพ่ือหาปริมาณ

โปรตีน สารละลายโปรตีนมาตรฐานจะหมายถึงของเหลวท่ีจะวัดหาโปรตีน) ลงในหลอดทดลอง
จํานวน 6 มิลลิลิตร  

3.2 เติมสารละลายสีลงในหลอดทดลอง 1.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่องเขยา 
ท้ิงไว 5 นาที  

3.3 วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 595 นาโนเมตร ทําการบันทึกคาการดูดกลืนแสงของหลอด
ท่ี 2 ถึงหลอดท่ี 7 เม่ือทําการวิเคราะหคาการดูดกลืนแสงของสารละลายเอนไซมท่ีช่ัวโมงตางๆ จึง
ทราบคากิจกรรมโปรติเอสได ดังภาพผนวกท่ี ก 1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ก2  กราฟมาตรฐานของการวิเคราะหปริมาณโปรตีน  
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ภาคผนวก ข 
การคํานวณ 
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1.  การคํานวณกิจกรรมเอนไซมอิสระและกิจกรรมเอนไซมตรึงรูป 
 

      1.1  การคํานวณกิจกรรมเอนไซมอิสระ 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

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 
 

วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 660 นาโนเมตร 
 

ดูดมา 1 มิลลิลิตร 
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จากแผนภาพ สามารถนํามาคํานวณหาคากิจกรรมของเอนไซมอิสระไดดังนี ้
 
 
                                                                                              

 
โดย 

A660        =  คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร 
 ความชันของกราฟมาตรฐาน L-tyrosine   =  0.008 

สารละลายเอนไซมท่ีใชในการทําปฏิกิริยา   =  1 มิลลิลิตร 
เวลาท่ีใชในการทําปฏิกิริยา    = 10 นาที 
ปริมาตรรวมในการทําปฏิกิริยา     =  5 มิลลิลิตร 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

กิจกรรมเอนไซมอิสระ (ยูนิต) = 

1
 

660 1 5
10

A
slope
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1.2  การคํานวณกิจกรรมเอนไซมตรึงรูป  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

ช่ังน้ําหนักเอนไซมท่ีถูกตรึง (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 
 

วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี  660 นาโนเมตร 
 

ดูดมา 1 มิลลิลิตร 
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จากแผนภาพ สามารถนํามาคํานวณหาคากิจกรรมของเอนไซมตรึงรูปไดดังนี ้
 
 
 
 

โดย 
A660     =  คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร 
ความชันของกราฟมาตรฐาน L-tyrosine   =  0.008 
สารละลายเอนไซมท่ีใชในการทําปฏิกิริยา   =  1 มิลลิลิตร 
เวลาท่ีใชในการทําปฏิกิริยา    = 10 นาที 
ปริมาตรรวมในการทําปฏิกิริยา     = 3 มิลลิลิตร 
น้ําหนักเอนไซมตรึงรูป    = 0.15 กรัม 
ความหนาแนนของเอนไซมตรึงรูป   =  0.9953 กรัมตอมิลลิลิตร 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

กิจกรรมเอนไซมตรึงรูป (ยูนิต)     = 660 1 0.153
10 0.9953

A
slope
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2.  การคํานวณปริมาณโปรตีน 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
จากแผนภาพ สามารถนํามาคํานวณหาปริมาณโปรตีน ไดดังนี ้
 

 

โดย 
 A595    =  คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร 

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

ปริมาณโปรตีน  (ไมโครกรัม)    =  595 15 10
5

A
slope

   

ตัวอยาง 10 มิลลิลิตร 

เติมน้ําปราศจากไอออน 10 มิลลิลิตร 
 

เติมสารละลายสี 1.5 มิลลิลิตร 
 

วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี  595 นาโนเมตร 
 

ดูดมา 5 มิลลิลิตร 

ดูดมา 6 มิลลิลิตร 
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ทุนการศึกษาท่ีไดรับ โครงการพัฒนาบัณฑิตและวิจัยดานวิศวกรรมเคมี 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
โครงการทุนสนับสนุนของบัณฑิตวิทยาลัย
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
 

  
  
  
  
  
  
  
  

  




