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บทคัดยอ 

 งานวิจัยน้ีเปนการศึกษาการตรึงรูปเอนไซมไลเปสจากตับออนของหมู (Porcine pancreatic lipase: PPL) 

ดวยพันธะโควาเลนต (Covalent bonding) บนวัสดุสนับสนุนสองชนิด ไดแก เรซิน ECR8204 และ ECR8285 เพ่ือ

ศึกษาและพัฒนาตัวเรงปฏิกิริยาทางชีวภาพ ใหสามารถใชงานทดแทนตัวเรงปฏิกิริยาทางเคมี โดยทําการศึกษาสภาวะ

ท่ีเหมาะสมในการตรึงรูปของวัสดุสนับสนุนแตละชนิด ไดแก คาความเปนกรด-เบส (pH) ของสารละลาย และปริมาณ

โปรตีนเริ่มตนท่ีเหมาะสม พบวา ปริมาณโปรตีนท่ีถูกตรึงมีคาสูงสุดถึง 58-61% เอนไซม PPL มีคากิจกรรมสูงสุดเมื่อถูก

ตรึงดวยปริมาณโปรตีนเริ่มตน 7.5 มิลลิกรัมตอ 100 มิลลิกรัมเรซิน และ pH 7.5 สําหรับ เรซิน ECR8204, ปริมาณ

โปรตีนเริ่มตน 7.5 มิลลิกรัมตอ 100 มิลลิกรัมเรซิน และ pH 7.0 สําหรับเรซิน ECR8285 จากการศึกษาดวย SDS-

PAGE พบวา เอนไซม PPL ท่ีเหลือจากการตรึงรูปมีปริมาณลดลง แสดงวาเรซินสามารถตรึงเอนไซมน้ีไวได การ

วิเคราะหโครงสราง 3 มิติของ PPL เฉพาะกรดอะมิโนท่ีโซขางมีคุณสมบัติเปนนิวคลีโอไฟลจํานวน 7 ชนิด พบกรดอะมิ

โน Lysine, Aspartic acid และ Glutamic acid จํานวนมากท่ีบริเวณพ้ืนผิวดานนอกของเอนไซม กรดอะมิโน 3 ชนิด

น้ีอาจเปนหมูท่ีถูกใชในการสรางพันธะโควาเลนตกับเรซิน การศึกษาวิจัยในครั้งน้ีแสดงใหเห็นความเปนไปไดในการ

พัฒนาและประยุกตใชตัวเรงปฏิกิริยาจากเอนไซมไลเปสจากตับออนของหมูตรึงรูป เพ่ือใชในอุตสาหกรรมท่ีเก่ียวของ

ตอไป 

 

คําสําคัญ: เอนไซมไลเปสจากตับออนของหมู , วิธีการตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนต 
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3 อาจารย คณะวิทยาศาสตร พลังงานและส่ิงแวดลอม มหาวิทยาลัยเทคโนโลยพีระจอมเกลาพระนครเหนือ วิทยาเขตระยอง 

 

Abstract 

 In this study, porcine pancreatic lipase (PPL) was covalently immobilized onto ECR8204 and 

ECR8285 Resins for applications as biocatalyst. Immobilizing conditions including pH and initial protein 

quantity were examined. The result showed that proteins loading has a maximum value of 58-61%. 

PPL showed the highest enzyme activity when immobilized at initial concentration of 7.5 mg/100 

mg.resin, pH 7.5 for ECR8204 and initial concentration of 7.5 mg/100 mg.resin, pH 7.0 for ECR8285. 

From SDS-PAGE analysis, PPL quantity was decreased after immobilization, confirming that 

immobilized protein was the interested enzyme. 3D structure of PPL showed many Lysine, Aspartic 

acid and Glutamic acid at the surface. These amino acids might play an important role in covalent 

bond formation. 

 

Keywords:  Porcine pancreatic lipase, Covalent Immobilized technique 

 

ความสําคัญและท่ีมาของปญหาการวิจัย 
 เอนไซมไลเปส (Triacylglycerol ester hydrolases, EC.3.1.1.3) เปนหน่ึงในเอนไซม ท่ีใช กันอยาง

แพรหลายในเทคโนโลยีของเอนไซมเน่ืองจากจับกับสารตั้งตนไดหลายประเภท สามารถกระตุนปฏิกิริยาตาง ๆ ได

หลากหลาย เชน การไฮโดรไลซิสหรือการสังเคราะหของเอสเทอรในปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคชัน หรือเอสเทอริฟเค

ชัน (Kumar, 2016; Borowiecki, 2017) เพราะสามารถกระตุนการยอยสลายของไขมันและนํ้ามัน (ไตรกลีเซอไรด) 

และไดผลิตภัณฑเปนกรดไขมันอิสระ (Free fatty acids), โมโนกลีเซอรอล (Monoacylglycerols) และไดกลีเซอรอล 

(Diacylglycerols) (Villeneuve, 2000) ในปจจุบันมีการพัฒนาและนําเอนไซมไลเปสไปประยุกตใชในดานตาง ๆ เชน 

อุตสาหกรรมการผลิตยา, พลังงานชีวภาพ, อุตสาหกรรมเครื่องสําอาง และพอลิเมอรชีวภาพ (Rios, 2018; Priyanka, 

2019) ซึ่งเอนไซมไลเปสสามารถพบไดท้ังในพืช สัตว และจุลินทรีย โดยสวนใหญเอนไซมไลเปสจากจุลินทรียเปนท่ีนิยม

เน่ืองจากสามารถผลิตเอนไซมไดในปริมาณมาก และสามารถศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมไดงายเพ่ือใหไดผลผลิตท่ีสูง 

(Hasan, 2006) จึงเหมาะในการใชในปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันและทรานเอสเทอริฟเคชัน (Mendesa, 2012) แต

อยางไรก็ตามเอนไซมจากจุลินทรียมีขอจํากัดในเรื่องของราคา ทําใหไมไดรับความนิยมในการประยุกตเชิงอุตสาหกรรม 

ซึ่งเอนไซมไลเปสจากตับออนของหมู (PPL) เปนเอนไซมไลเปสชนิดหน่ึงท่ีใชกันอยางแพรหลาย ในปฏิกิริยาการเปลี่ยน

รูปทางชีวภาพ (Biotransformation reactions) เน่ืองจาก PPL มีราคาถูกเมื่อเทียบกับเอนไซมไลเปสจากแหลงอ่ืน 

PPL ยังไดรับความสนใจอยางมากสําหรับการใชงานในอุตสาหกรรม มีความเสถียรสูง และมีความจําเพาะเจาะจงต่ํา จึง

สามารถประยุกตใชงานไดหลากหลาย (Mendes, 2012) 

กระบวนการตรึงรูปเอนไซมเปนวิธีท่ีมีประสิทธิภาพในการปรับปรุงประสิทธิภาพของเอนไซม เมื่อ

เปรียบเทียบกับเอนไซมอิสระ เอนไซมท่ีถูกตรึงมีความเสถียรมากกวาและสามารถนํากลับมาใชใหมไดอยางงายดายจึง

สามารถชวยลดตนทุนของกระบวนการเรงปฏิกิริยาได (Mateo, 2007) ซึ่งกระบวนการตรึงรูปเอนไซมไลเปสสามารถ

ทําไดหลากหลายวิธี เชน การดูดซับทางกายภาพ (Physical adsorption), การเช่ือมขวาง (Cross-linking), การกักขัง 
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(Entrapment) และการใชพันธะโควาเลนต (Covalent bounding) (Zhao, 2015) ซึ่งการจับกันดวยพันธะโควาเลนต

มีขอไดเปรียบวิธีตรึงรูปแบบอ่ืน คือ มีการยึดติดกันอยางแข็งแรงระหวางเอนไซมและวัสดุสนับสนุน ทําใหเอนไซมหลุด

ออกไดยาก จึงคงคากิจกรรมของเอนไซมไดสูงแมจะนํามาใชหลาย ๆ ครั้ง (Bayramoglu, 2002; Knezevic, 2006) 

โดยหมูฟงกชันสวนใหญของวัสดุสนับสนุนท่ีใชเช่ือมพันธะโควาเลนตกับเอนไซมไลเปส คือ หมู อีพ็อกซี่ (Epoxy 

group), เอมีน (Amine) และอัลดีไฮด (Aldehyde) (Mateo, 2007)  

ECR8204 และ ECR8285 resin ผลิตโดยบริษัท Purolite จํากัด ซึ่งเปนวัสดุสนับสนุนท่ีใชหมูฟงกชันของหมู

อีพ็อกซี่ในการเช่ือมพันธะโควาเลนตกับหมูฟงกชันตาง ๆ ของเอนไซมได ไดแก อะมิโน, ไทออล และฟนอล ซึ่งจะมี

ประสิทธิภาพมากข้ึนถาใชในสภาวะท่ีมีความเขมขนของสารละลายบัฟเฟอรสูง ๆ (Lifetech, 2015) โดยเรซิน 

ECR8204 และ ECR8285 ประกอบดวยหมูฟงก ชัน Epoxy methacrylate และ Epoxy/butyl methacrylate 

ตามลําดับจึงทําใหมีขนาดโมเลกุล และขนาดรูพรุนแตกตางกัน โดย ECR8204 มีขนาดรูพรุนเล็กกวา ประมาณ 300 Å 

ในขณะท่ี ECR8285 มีขนาดรูพรุน 400 Å 

ในการศึกษาครั้งน้ีเปนการศึกษาการตรึงรูปของเอนไซมไลเปสดวยวิธีการเช่ือมดวยพันธะโควาเลนตของ

เอนไซมไลเปสจากตับออนของหมูกับเรซิน ECR8204 และ ECR8285 เพ่ือศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงรูป 

เพ่ือใชทดแทนตัวเรงปฏิกิริยาทางเคมีเพ่ือแกไขปญหาเรื่องสิ่งแวดลอม และเพ่ือเพ่ิมผลผลิตของปฏิกิริยาท่ีเรงดวยตัวเรง

ปฏิกิริยาจากเอนไซมไลเปส เพ่ือใชเปนแนวทางในการพัฒนาการใชเอนไซมในอุตสาหกรรมตอไป 

 

วัตถุประสงคการวิจัย  

1. เพ่ือศึกษาเทคนิคการตรึงรูปเอนไซมไลเปสดวยพันธะโควาเลนต (Covalent bonding) 

2. เพ่ือศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงรูปเอนไซมไลเปสบนวัสดุสนับสนุนสองชนิด คือ เรซิน 

ECR8204 และ ECR8285  

 

สมมติฐานการวิจัย 

 เอนไซมไลเปสท่ีถูกตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนตท่ีมีสภาวะแตกตางกันจะมีคาของกิจกรรมเอนไซมท่ีแตกตาง

กัน 

 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 1. การเตรียมสารละลายโปรตีน 

 โดยเตรียมจากเอนไซมไลเปสจากตับออนของหมู (PPL) Type II  (Sigma–Aldrich, USA) ซึ่งมีสวนประกอบ

ของโปรตีนบริสทุธ์ิมากกวารอยละ 20 โดยเตรียมโปรตีนท่ีปริมาณ 6-9 มิลลิกรัมของโปรตีนบริสุทธ์ิตอ 100 มิลลิกรัม

ของวัสดุสนับสนุน จากน้ันนํามาละลายลงในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.5 โมลตอลิตร ปริมาตร 500 

มิลลิลิตรท่ีมีคาความเปนกรดเบส 6.5, 7.0 และ 7.5 จากน้ันนําสารละลายโปรตีนเขาเครื่องปนเหว่ียง ท่ีความเร็วรอบ 

5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เพ่ือแยกสารละลายสวนใสออกจากกากโปรตีน 

 2. การเตรียมวัสดุสนับสนุน 

 โดยวัสดุสนับสนุนท่ีใชในการศึกษาครั้งน้ีเปนเรซินท่ีมีหมูฟงกชันเปนหมูอีพ็อกซี่ (Epoxy resin)  (Purolite, 

USA) ไดแก ECR8204 และ ECR8285 resin โดยกอนจะนําเรซินไปผานกระบวนการตรึงรูปตองทําการ equilibrated 

ดวยสารละลายบัฟเฟอรกอน (โดยคาความเปนกรดเบส และความเขมขนของบัฟเฟอรอางอิงตามสภาวะท่ีใชในการ
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เตรียมโปรตีนในการตรึงรูปแตละครั้ง) โดยนําไปหมุนในเครื่อง Multi rotator รุน Multi Bio RS-24  (Biosan, Latvia) 

เปนเวลา 1 ช่ัวโมงท่ีความเร็วรอบ 70 รอบตอนาที ทําซ้ํา 2-4 ครั้ง 

 

 3. การตรึงรูปเอนไซมไลเปสดวยพันธะโควาเลนต 

 นําสารละลายสวนใสของสารละลายโปรตีนท่ีเตรียมได ผสมลงบนเรซินท่ีผานการ equilibrated ปริมาตร 

400 มิลลิลิตรตอ 100 มิลลิกรัมของเรซิน จากน้ันนําไปหมุนในเครื่อง Multi rotator เปนเวลา 18 ช่ัวโมงท่ีความเร็วรอบ 

70 รอบตอนาที ในอุณหภูมิหอง จากน้ันตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองอีกเปนเวลา 20 ช่ัวโมง แลวจึงทําการแยกสารละลาย

โปรตีนสวนท่ีเหลือ กับเรซินท่ีตรงึเอนไซมไลเปสอยู โดยสารละลายโปรตีนสวนท่ีเหลือจะนําไปหาปรมิาณโปรตีนท่ีถูก

ตรึงบนเรซิน (Protein loading) ตอไป สวนเรซินจะนําไปลางกอนนําไปหาคากิจกรรมของเอนไซม 

 4. การลางเรซินท่ีผานการตรึงรูปแลว 

 ลางเรซินท่ีผานการตรึงรูปดวยนํ้า DI ปริมาตร 1 มิลลลิิตรโดยนําไปหมุนดวยเครื่อง Multi rotator เปนเวลา 

20 นาทีท่ีความเร็วรอบ 70 รอบตอนาที ทําซ้ํา 2 ครั้ง จากน้ันเอนไซมไลเปสท่ีไมไดถูกตรึงดวยพันธะโควาเลนตออกดวย

สารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0.5 โมลตอลติร ปริมาตร 1 มิลลิลติร แลวนําไปหมุนดวยเครือ่ง Multi rotator 

เปนเวลา 20 นาทีท่ีความเร็วรอบ 70 รอบตอนาทีแลวจึงลางดวยนํ้า DI อีกครั้ง 

 5. การหาปริมาณโปรตีนท่ีถูกตรึงบนเรซิน 

 การวัดปริมาณโปรตีนทําโดยใชวิธีการวัดท่ีคาการดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร (Ultraviolet absorbance 

at 280 nm ; A280) (Noble and Bailey, 2009) โดยใชเครื่องนาโนดรอป NanoDrop™ One/OneC Microvolume 

UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific™, USA) และเลือกวิธีการวัดโปรตีน 1 Abs เทากับ 1 มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตร จากน้ันทําการวัดสารละลายโปรตีนเริ่มตน (Initial PPL) และสารละลายโปรตีนสวนท่ีเหลือ (Residual 

PPL) และทําการคํานวณปริมาณโปรตีนท่ีถูกตรึง โดยใชสูตรดังน้ี 

ปริมาณโปรตีนท่ีถูกตรึง(%) = ปรมิาณโปรตีนเริ่มตน-ปริมาณโปรตนีสวนท่ีเหลือ   x 100 

                          ปริมาณโปรตีนเริ่มตน 

 6. การหาคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสตรึงรูป 

 การวัดคากิจกรรมของเอนไซมทําโดยการใชวิธี pNPP Assay โดยเริ่มจากการเตรียมกราฟมาตรฐานของ

สารละลาย 4-Nitrophenol (pNP) (Sigma–Aldrich, USA) ทําการเตรียมสารละลาย Stock ของ pNP ท่ีมีความ

เขมขน 100 ไมโครโมลตอลิตรท่ีละลายอยูในสารละลายบัฟเฟอร pH 7.5 ความเขมขน 25 มิลลิโมลตอลิตร จากน้ันทํา

การเจือจางใหไดความเขมขน 0.00 ถึง 10 ไมโครโมลตอลิตรแลวจึงนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 405 

นาโนเมตรดวยเครื่ อง  UV/Visible Scanning Spectrophotometers รุ น GENESYS 10S Visible ของบริ ษัท 

Thermo Scientific™ จากน้ันนําคาท่ีไดมาสรางกราฟความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงและความเขมขน เพ่ือให

ไดสมการเสนตรงสําหรับคาความเขมขนในตัวอยางตอไป 

 การวัดคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสตรึงรูป ทําโดยการนําเรซินท่ีผานการตรึงรูปแลวมาทําการ 

equilibrated ดวยสารละลายบัฟเฟอร โดยทําซ้ํา 2 ครั้ง จากน้ันนํามาทําปฏิกิริยากับสารละลาย p-nitrophenyl 

phosphate (pNPP) (Sigma–Aldrich, USA) ความเขมขน 0.1 ไมโครโมลตอลิตร  ท่ีละลายอยูในสารละลายบัฟเฟอร 

pH 7.5 ความเขมขน 25 มิลลโิมลตอลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในท่ีมืดเปนเวลา 30 นาที 

หยุดปฏิกิริยาโดยการกรองเอนไซมตรึงรูปออกจากสารละลาย แลวจึงนําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความ

ยาวคลื่น 405 นาโนเมตรดวย UV/Visible Scanning Spectrophotometers รุน GENESYS 10S Visible ของบริษัท 
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Thermo Scientific™ และเทียบคาการดูดกลืนแสงกับกราฟมาตรฐาน pNP เพ่ือหาคากิจกรรมเอนไซม โดยกําหนดให 

1 หนวย (Unit) ของ PPL คือ ปริมาณเอนไซมท่ียอยสลาย pNPP ใหเปน pNP 1 นาโนโมล ในเวลา 1 นาที ภายใต

สภาวะท่ีกําหนด และคากิจกรรมเอนไซมของ PPL ตรึงรูป สามารถหาไดจาก 

 

กิจกรรมของเอนไซม =         Unit ของ PPL  

                                     นํ้าหนักแหงของเรซิน 

7. การศึกษาโปรตีนท่ีถูกตรึงดวยวิธี SDS-PAGE 

ทําการศึกษาการดูดซับเอนไซมลงบนเรซิน โดยการนําสารละลายโปรตีน (Free PPL) และสารละลายโปรตีน

สวนท่ีเหลือ ดวยวิธี SDS-PAGE โดยแยกเอนไซมบนแผนอะคริลาไมดสําเร็จรูป Mini-PROTEAN® Precast Gels (Bio-

Rad, USA) ทําการแยกดวยกระแสไฟฟา 120 โวลตและยอมสีดวยวิธี Silver staining (Bollag et al., 1996) 

 8. การศึกษาโครงสราง 3 มิติของเอนไซมไลเปสโดยใชโปรแกรม Molsoft 

 ทําการศึกษาหมูอะมิโนท่ีอยูบนโครงสรางของเอนไซมไลเปสจากตับออนของหมู โดยใชโปรแกรม Molsoft 

ICM Version 3.8-7a และใชขอมลูของโครงสราง 3 มิตจิาก RCSB PDB (https://www.rcsb.org)  โดยใชรหัส 1ETH 

(Hermoso, 1996) 

 

สรุปผลการวิจัย 

 ผลของปริมาณโปรตีนเริ่มตนท่ีใชในการตรึงเอนไซมบนเรซิน ECR8204 และ ECR8285 ดังแสดงในภาพท่ี 1 

โดยใชสารละลายบัฟเฟอร pH 7.0 ความเขมขน 0.5 โมลตอลิตรพบวาเอนไซมท่ีถูกตรึงบนเรซิน ECR8204 (A) มี

ปริมาณโปรตีนท่ีถูกตรึง (Protein loading) สูงสุดท่ีปริมาณโปรตีนเริ่มตน 7.5 มิลลิกรัมตอ 100 มิลลิกรัมเรซิน 

เชนเดียวกับคากิจกรรมของเอนไซม และในสวนของการตรึงเอนไซมบนเรซิน ECR8285 (B) พบวาปริมาณโปรตีนท่ีถูก

ตรึงเพ่ิมข้ึนเมื่อเพ่ิมปริมาณโปรตีนเริ่มตน แตมีคากิจกรรมของเอนไซมสูงสุดท่ีปริมาณโปรตีนเริ่มตน 7.5 มิลลิกรัม

เอนไซมตอ 100 มิลลิกรัมเรซินเชนเดียวกับเรซิน ECR8204 
 

 

 

ภาพท่ี 1 แสดงผลของปริมาณโปรตีนเริ่มตนท่ีใชในการตรึง PPL บนเรซิน ECR8204 ภาพ (A) และเรซนิ ECR8285 

ภาพ (B) ในสภาวะท่ีใชสารละลายบัฟเฟอร pH 7.0 ความเขมขน 0.5 โมลตอลิตร 

 ผลของคาความเปนกรด-เบส (pH) ของสารละลายบัฟเฟอรท่ีมีความเขมขน 0.5 โมลตอลิตร ดังแสดงในภาพ

ท่ี 2 พบวาเอนไซมท่ีถูกตรึงบนเรซิน ECR8204 (A) มีคากิจกรรมของเอนไซมเพ่ิมข้ึนตามคา pH ของสารละลาย

(A) (B) 
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บัฟเฟอร และสูงสุดท่ี pH 7.5 แตมีปริมาณโปรตีนท่ีถูกตรึงสูงสุดท่ี pH 7.0 และในสวนของเอนไซมท่ีถูกตรึงบนเรซิน 

ECR8285 (B) มีคากิจกรรมของเอนไซมเพ่ิมข้ึนตามคา pH ของสารละลายบัฟเฟอรและสูงสุดท่ี pH 7.5 จากน้ันคา

กิจกรรมกลับลดลง และสําหรับปริมาณโปรตีนท่ีถูกตรึงมีคาสูงสุดท่ี pH 7.5  
 

 
 

 

 

ภาพท่ี 2 แสดงผลของคา pH ของสารละลายบัฟเฟอรความเขมขน 0.5 โมลตอลติรท่ีใชในการตรึงรูป PPL บนเรซิน 

ECR8204 ภาพ (A) และ ECR8285 ภาพ (B) โดยใชโปรตีนเริม่ตน 7.5 มิลลิกรมัเอนไซมตอ 100 มิลลกิรมัเรซนิ 

 

 ผลของ SDS PAGE แสดงความแตกตางของโปรตีนกอนและหลังการตรึงรูป ดังแสดงในภาพท่ี 3 พบวา

ปริมาณโปรตีนท่ีอยูในสารละลายมีความเขมของแถบโปรตีนท่ีมีขนาด 50-52 kDa มีปริมาณมากกวาโปรตีนท่ีเหลือ

หลังจากการตรึงรูป ดังน้ันแสดงวาการตรึง PPL ดวยพันธะโควาเลนตสามารถตรึงเอนไซมไวได 

 
 

ภาพท่ี 3 ผลของสารละลายโปรตนีกอนการตรึงรูป และสารละลายโปรตีนท่ีเหลือหลังจากการตรึงรูปแลว 

M คือ โปรตีนมาตรฐาน Pink Plus Prestained Protein Ladder (GeneDireX, Taiwan) 

1-3 คือ สารละลายโปรตีนกอนการตรึงรูปความเขมขน 6, 7.5 และ 9.0 มิลลิกรมั/400 มิลลิลติรตามลาํดับ 

4-6 คือ สารละลายโปรตีนท่ีเหลือจากการตรึงรูปบนเรซิน ECR8204 ความเขมขน 6.0, 7.5 และ 9.0 มิลลิกรัม. 

เอนไซม ตอ 100 มิลลิกรัมเรซินตามลําดับ 

7-9  คือ สารละลายโปรตีนท่ีเหลอืจากการตรึงรูปบนเรซิน ECR8285 ความเขมขน 6.0, 7.5 และ 9.มิลลิกรัม. เอนไซม 

ตอ 100 มิลลิกรัมเรซินตามลําดับ 

(B) (A) 
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 ผลของโครงสราง 3 มิติท่ีไดจากโปรแกรม Molsoft ของ PPL แสดงดังภาพท่ี 4 พบวาประกอบไปดวย

กรดอะมิโน 449 กรดอะมิโนและทํางานเปนคู  และจากงานวิจัยของ Bischoffa (2012) ไดเสนอวา กรดอะมิโนท่ีมีโซ

ข าง (Side chain) ท่ีมีสมบัติ เปนนิวคลี โอไฟล  ไดแก  Arginine, Lysine, Histidine, Cysteine, Aspartic acid, 

Glutamic acid และ Tyrosine จึงทําการศึกษากรดมิโนท้ัง 7 ชนิดขางตนบนโครงสราง 3 มิติของเอนไซมไลเปสจาก

ตับออนของหมู พบวา Arginine, Lysine, Histidine, Cysteine, Aspartic acid, Glutamic acid และ Tyrosine อยู

ท่ีพ้ืนผิวของ PPL ท้ังหมดจํานวน 10, 19, 2, 8, 17, 16 และ 6 กรดอะมิโนตอ 1 โมเลกุลของเอนไซมตามลําดับ ซึ่งเมื่อ

เรียงลําดับจํานวนกรดอะมิโนแตละชนิดท่ีอยูบนพ้ืนผิวของ PPL ไดดังน้ี Lys > Asp > Glu > Arg > Cys > Tys > His  
 

 
ภาพท่ี 4 แสดงโครงสราง 3 มิติท่ีไดจากโปรแกรม Molsoft ของกรดอะมิโนบนเอนไซมไลเปสจากตับออนของหมู  

 

อภิปรายผลการวิจัย 

 จากผลของการศึกษาของปริมาณโปรตีนเริ่มตน ตอการตรึงรูปเอนไซม PPL ดวยพันธะโควาเลนต ปริมาณ

โปรตีนท่ีถูกตรึงบนเรซิน ECR8285 มีคาเพ่ิมข้ึนเมื่อปริมาณโปรตีนเริ่มตนเพ่ิมข้ึน ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ 

Xingxing (2016) ท่ีไดทําการตรึงเอนไซมไลเปส SMG1-F278N บนเรซิน ECR8285 และพบวาปริมาณของโปรตีน

เริ่มตนท่ีเพ่ิมข้ึนจะมีผลตอปริมาณโปรตีนท่ีถูกตรึง แตกตางกับเรซิน ECR8204 ซึ่งปริมาณโปรตีนท่ีถูกตรึงมีแนวโนม

อ่ิมตัวเมื่อปริมาณโปรตีนเริ่มตนมีคามากกวา 7.5 มิลลิกรัมตอ 100 มิลลิกรัมเรซิน ปรากฏการณน้ีอาจเกิดจาก 

ECR8204 มีขนาดรูพรุน (Pore size) ท่ีนอยกวา ECR8285 (Purolite., 2015) อยางไรก็ตามปริมารเอนไซมท่ีสูงอาจไม

เปนผลดีตอการทํางานของเอนไซมเสมอไป โดยพิจารณาเรซิน ECR8285 เมื่อใชปริมาณโปรตีนเริ่มตนสูง (9.0 มิลลิกรัม

ตอ 100 มิลลิกรัมเรซิน) กลับมีคากิจกรรมของเอนไซมลดลง ซึ่งเหตุผลอาจเกิดจากปริมาณโปรตีนท่ีมากเกินไปทําให

โปรตีนเกิดปฏิกิริยาจับกันเอง (Protein–protein interactions) ซึ่งทําใหคากิจกรรมของเอนไซมลดลงได ตามรายงาน

ของ Ranjbakhsh (2012) 

 ในสวนผลของการศึกษาผลของคา pH ของสารละลายบัฟเฟอร ตอการตรึงรูปเอนไซม PPL ดวยพันธะ  โควา

เลนต พบวา คา pH ของสารละลายบัฟเฟอรไมมีผลกระทบอยางมีแนวโนมชัดเจนตอปริมาณโปรตีนท่ีถูกตรึงบนเรซิน
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ท้ังสองชนิด ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ Xingxing (2016) และงานวิจัยของ Xiaohong (2017) นอกจากน้ี 

Xiaohong ยังเสนอวาคา pH ท่ีเหมาะสมของการตรึงรูป มีผลตอเสถียรภาพของ PPL จึงสงผลตอคากิจกรรมของ

เอนไซม จากการทดลองน้ีพบวา PPL ท่ีถูกตรึงบนเรซิน ECR8204 มีคากิจกรรมเอนไซมสูงสุดเมื่อถูกตรึงภายใต pH 

7.5 ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ Yang (2013) ขณะ PPL ท่ีถูกตรึงบนเรซิน ECR8285 มีคากิจกรรมสูงสุดท่ี pH 7.0 

 การตรึงรูปของ PPL บนเรซินท้ังสองชนิดสามารถยืนยันไดดวยเทคนิค SDS-PAGE และการศึกษาความ

เปนไปไดจากโปรแกรม Molsoft พบวามีกรดอะมิโนท้ังหมด 7 ชนิดบนพ้ืนผิวของ PPL ท่ีมีโซขางท่ีมีสมบัติเปน     นิ

วคลีโอไฟล  ท่ีสามารถเปดวงของหมูอีพ็อกซี่ของวัสดุสนับสนุนท้ังสองชนิด โดยใหโปรตอนกับหมูอีพ็อกซี่ และเกิด

พันธะโควาเลนตตอไปได  ซึ่งตรงตามงานวิจัยของ Bischoffa (2012) นอกจากน้ีงานวิจัยอ่ืนยังมีการตรวจสอบการติด

ของโปรตีนบนวัสดุสนับสนุนดวยวิธีอ่ืนอีก เชน งานวิจัยของ Yang (2013) ทําการศึกษาพ้ีนผิววัสดุสนับสนุนดวย

เทคนิค SEM และศึกษาเปรียบเทียบหมูฟงกชันของวัสดุสนับสนุนกอน และหลังผานการตรึงรูปดวยเทคนิค FTIR เปน

ตน ขอมูลท่ีไดจากการศึกษาวิจัยครั้งน้ีเปนขอมูลสําคัญแกภาคอุตสาหกรรมในการนําเอนไซมไลเปสจากตับออนของหมู

ตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนตไปประยุกตใชในอนาคต 

 

ขอเสนอแนะ 

 งานวิจัยน้ีเปนการศึกษาเบ้ืองตนในการหาสภาวะท่ีใชในการตรึงรูปเทาน้ัน จึงควรมีการวิเคราะหในเรื่องของ

สภาวะท่ีเหมาะสมของการทํางาน เชน ปจจัยของคาความเปนกรด-เบสของสารละลายบัฟเฟอร, อุณหภูมิ และความ

เสถียรตอความรอน เปนตน รวมท้ังศึกษาการนําไปประยุกตใชงานในการเรงปฏิกิริยา เพ่ือนําไปพัฒนา และตอยอดใน

การใชงานในอุตสาหกรรมตอไป เชน การใชในการเรงปฏิกิริยาผลิตนํ้ามันไบโอดีเซล, อุตสาหกรรมเก่ียวกับอาหาร, 

อุตสาหกรรมเครื่องสําอาง เปนตน  
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