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บทคัดยอ 

 งานวิจัยน้ีเปนการศึกษาการตรึงรูปเอนไซมไลเปสจากตับออนของหมู (Porcine pancreatic lipase: PPL) 

ดวยพันธะโควาเลนต (Covalent bonding) บนวัสดุสนับสนุนสองชนิด ไดแก เรซิน ECR8204 และ ECR8285 เพ่ือ

ศึกษาและพัฒนาตัวเรงปฏิกิริยาทางชีวภาพ ใหสามารถใชงานทดแทนตัวเรงปฏิกิริยาทางเคมี โดยทําการศึกษาสภาวะ

ท่ีเหมาะสมในการตรึงรูปของวัสดุสนับสนุนแตละชนิด ไดแก คาความเปนกรด-เบส (pH) ของสารละลาย และปริมาณ

โปรตีนเริ่มตนท่ีเหมาะสม พบวา ปริมาณโปรตีนท่ีถูกตรึงมีคาสูงสุดถึง 58-61% เอนไซม PPL มีคากิจกรรมสูงสุดเมื่อถูก

ตรึงดวยปริมาณโปรตีนเริ่มตน 7.5 มิลลิกรัมตอ 100 มิลลิกรัมเรซิน และ pH 7.5 สําหรับ เรซิน ECR8204, ปริมาณ

โปรตีนเริ่มตน 7.5 มิลลิกรัมตอ 100 มิลลิกรัมเรซิน และ pH 7.0 สําหรับเรซิน ECR8285 จากการศึกษาดวย SDS-

PAGE พบวา เอนไซม PPL ท่ีเหลือจากการตรึงรูปมีปริมาณลดลง แสดงวาเรซินสามารถตรึงเอนไซมน้ีไวได การ

วิเคราะหโครงสราง 3 มิติของ PPL เฉพาะกรดอะมิโนท่ีโซขางมีคุณสมบัติเปนนิวคลีโอไฟลจํานวน 7 ชนิด พบกรดอะมิ

โน Lysine, Aspartic acid และ Glutamic acid จํานวนมากท่ีบริเวณพ้ืนผิวดานนอกของเอนไซม กรดอะมิโน 3 ชนิด

น้ีอาจเปนหมูท่ีถูกใชในการสรางพันธะโควาเลนตกับเรซิน การศึกษาวิจัยในครั้งน้ีแสดงใหเห็นความเปนไปไดในการ

พัฒนาและประยุกตใชตัวเรงปฏิกิริยาจากเอนไซมไลเปสจากตับออนของหมูตรึงรูป เพ่ือใชในอุตสาหกรรมท่ีเก่ียวของ

ตอไป 
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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 

 

ความสําคัญและท่ีมาของปญหาการวิจัย 
 เอนไซมไลเปส (Triacylglycerol ester hydrolases, EC.3.1.1.3) เปนหน่ึงในเอนไซม ท่ีใช กันอยาง

แพรหลายในเทคโนโลยีของเอนไซมเน่ืองจากจับกับสารตั้งตนไดหลายประเภท สามารถกระตุนปฏิกิริยาตาง ๆ ได

หลากหลาย เชน การไฮโดรไลซิสหรือการสังเคราะหของเอสเทอรในปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคชัน หรือเอสเทอริฟเค

ชัน (Kumar, 2016; Borowiecki, 2017) เพราะสามารถกระตุนการยอยสลายของไขมันและนํ้ามัน (ไตรกลีเซอไรด) 

และไดผลิตภัณฑเปนกรดไขมันอิสระ (Free fatty acids), โมโนกลีเซอรอล (Monoacylglycerols) และไดกลีเซอรอล 

(Diacylglycerols) (Villeneuve, 2000) ในปจจุบันมีการพัฒนาและนําเอนไซมไลเปสไปประยุกตใชในดานตาง ๆ เชน 

อุตสาหกรรมการผลิตยา, พลังงานชีวภาพ, อุตสาหกรรมเครื่องสําอาง และพอลิเมอรชีวภาพ (Rios, 2018; Priyanka, 

2019) ซึ่งเอนไซมไลเปสสามารถพบไดท้ังในพืช สัตว และจุลินทรีย โดยสวนใหญเอนไซมไลเปสจากจุลินทรียเปนท่ีนิยม

เน่ืองจากสามารถผลิตเอนไซมไดในปริมาณมาก และสามารถศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมไดงายเพ่ือใหไดผลผลิตท่ีสูง 

(Hasan, 2006) จึงเหมาะในการใชในปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันและทรานเอสเทอริฟเคชัน (Mendesa, 2012) แต

อยางไรก็ตามเอนไซมจากจุลินทรียมีขอจํากัดในเรื่องของราคา ทําใหไมไดรับความนิยมในการประยุกตเชิงอุตสาหกรรม 

ซึ่งเอนไซมไลเปสจากตับออนของหมู (PPL) เปนเอนไซมไลเปสชนิดหน่ึงท่ีใชกันอยางแพรหลาย ในปฏิกิริยาการเปลี่ยน

รูปทางชีวภาพ (Biotransformation reactions) เน่ืองจาก PPL มีราคาถูกเมื่อเทียบกับเอนไซมไลเปสจากแหลงอ่ืน 

PPL ยังไดรับความสนใจอยางมากสําหรับการใชงานในอุตสาหกรรม มีความเสถียรสูง และมีความจําเพาะเจาะจงต่ํา จึง

สามารถประยุกตใชงานไดหลากหลาย (Mendes, 2012) 

กระบวนการตรึงรูปเอนไซมเปนวิธีท่ีมีประสิทธิภาพในการปรับปรุงประสิทธิภาพของเอนไซม เมื่อ

เปรียบเทียบกับเอนไซมอิสระ เอนไซมท่ีถูกตรึงมีความเสถียรมากกวาและสามารถนํากลับมาใชใหมไดอยางงายดายจึง

สามารถชวยลดตนทุนของกระบวนการเรงปฏิกิริยาได (Mateo, 2007) ซึ่งกระบวนการตรึงรูปเอนไซมไลเปสสามารถ

ทําไดหลากหลายวิธี เชน การดูดซับทางกายภาพ (Physical adsorption), การเช่ือมขวาง (Cross-linking), การกักขัง 
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(Entrapment) และการใชพันธะโควาเลนต (Covalent bounding) (Zhao, 2015) ซึ่งการจับกันดวยพันธะโควาเลนต

มีขอไดเปรียบวิธีตรึงรูปแบบอ่ืน คือ มีการยึดติดกันอยางแข็งแรงระหวางเอนไซมและวัสดุสนับสนุน ทําใหเอนไซมหลุด

ออกไดยาก จึงคงคากิจกรรมของเอนไซมไดสูงแมจะนํามาใชหลาย ๆ ครั้ง (Bayramoglu, 2002; Knezevic, 2006) 

โดยหมูฟงกชันสวนใหญของวัสดุสนับสนุนท่ีใชเช่ือมพันธะโควาเลนตกับเอนไซมไลเปส คือ หมู อีพ็อกซี่ (Epoxy 

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

ECR8204 และ ECR8285 resin ผลิตโดยบริษัท Purolite จํากัด ซึ่งเปนวัสดุสนับสนุนท่ีใชหมูฟงกชันของหมู

อีพ็อกซี่ในการเช่ือมพันธะโควาเลนตกับหมูฟงกชันตาง ๆ ของเอนไซมได ไดแก อะมิโน, ไทออล และฟนอล ซึ่งจะมี

ประสิทธิภาพมากข้ึนถาใชในสภาวะท่ีมีความเขมขนของสารละลายบัฟเฟอรสูง ๆ (Lifetech, 2015) โดยเรซิน 

ECR8204 และ ECR8285 ประกอบดวยหมูฟงก ชัน Epoxy methacrylate และ Epoxy/butyl methacrylate 

ตามลําดับจึงทําใหมีขนาดโมเลกุล และขนาดรูพรุนแตกตางกัน โดย ECR8204 มีขนาดรูพรุนเล็กกวา ประมาณ 300 Å 

ในขณะท่ี ECR8285 มีขนาดรูพรุน 400 Å 

ในการศึกษาครั้งน้ีเปนการศึกษาการตรึงรูปของเอนไซมไลเปสดวยวิธีการเช่ือมดวยพันธะโควาเลนตของ

เอนไซมไลเปสจากตับออนของหมูกับเรซิน ECR8204 และ ECR8285 เพ่ือศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงรูป 

เพ่ือใชทดแทนตัวเรงปฏิกิริยาทางเคมีเพ่ือแกไขปญหาเรื่องสิ่งแวดลอม และเพ่ือเพ่ิมผลผลิตของปฏิกิริยาท่ีเรงดวยตัวเรง

ปฏิกิริยาจากเอนไซมไลเปส เพ่ือใชเปนแนวทางในการพัฒนาการใชเอนไซมในอุตสาหกรรมตอไป 

 

วัตถุประสงคการวิจัย  

1. เพ่ือศึกษาเทคนิคการตรึงรูปเอนไซมไลเปสดวยพันธะโควาเลนต (Covalent bonding) 

2. เพ่ือศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงรูปเอนไซมไลเปสบนวัสดุสนับสนุนสองชนิด คือ เรซิน 

ECR8204 และ ECR8285  

 

สมมติฐานการวิจัย 

 เอนไซมไลเปสท่ีถูกตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนตท่ีมีสภาวะแตกตางกันจะมีคาของกิจกรรมเอนไซมท่ีแตกตาง

กัน 

 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 1. การเตรียมสารละลายโปรตีน 

 โดยเตรียมจากเอนไซมไลเปสจากตับออนของหมู (PPL) Type II  (Sigma–Aldrich, USA) ซึ่งมีสวนประกอบ

ของโปรตีนบริสทุธ์ิมากกวารอยละ 20 โดยเตรียมโปรตีนท่ีปริมาณ 6-9 มิลลิกรัมของโปรตีนบริสุทธ์ิตอ 100 มิลลิกรัม

ของวัสดุสนับสนุน จากน้ันนํามาละลายลงในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.5 โมลตอลิตร ปริมาตร 500 

มิลลิลิตรท่ีมีคาความเปนกรดเบส 6.5, 7.0 และ 7.5 จากน้ันนําสารละลายโปรตีนเขาเครื่องปนเหว่ียง ท่ีความเร็วรอบ 

5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เพ่ือแยกสารละลายสวนใสออกจากกากโปรตีน 

 2. การเตรียมวัสดุสนับสนุน 

 โดยวัสดุสนับสนุนท่ีใชในการศึกษาครั้งน้ีเปนเรซินท่ีมีหมูฟงกชันเปนหมูอีพ็อกซี่ (Epoxy resin)  (Purolite, 

USA) ไดแก ECR8204 และ ECR8285 resin โดยกอนจะนําเรซินไปผานกระบวนการตรึงรูปตองทําการ equilibrated 

ดวยสารละลายบัฟเฟอรกอน (โดยคาความเปนกรดเบส และความเขมขนของบัฟเฟอรอางอิงตามสภาวะท่ีใชในการ
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เตรียมโปรตีนในการตรึงรูปแตละครั้ง) โดยนําไปหมุนในเครื่อง Multi rotator รุน Multi Bio RS-24  (Biosan, Latvia) 

เปนเวลา 1 ช่ัวโมงท่ีความเร็วรอบ 70 รอบตอนาที ทําซ้ํา 2-4 ครั้ง 

 

 3. การตรึงรูปเอนไซมไลเปสดวยพันธะโควาเลนต 

 นําสารละลายสวนใสของสารละลายโปรตีนท่ีเตรียมได ผสมลงบนเรซินท่ีผานการ equilibrated ปริมาตร 

400 มิลลิลิตรตอ 100 มิลลิกรัมของเรซิน จากน้ันนําไปหมุนในเครื่อง Multi rotator เปนเวลา 18 ช่ัวโมงท่ีความเร็วรอบ 

70 รอบตอนาที ในอุณหภูมิหอง จากน้ันตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองอีกเปนเวลา 20 ช่ัวโมง แลวจึงทําการแยกสารละลาย

โปรตีนสวนท่ีเหลือ กับเรซินท่ีตรงึเอนไซมไลเปสอยู โดยสารละลายโปรตีนสวนท่ีเหลือจะนําไปหาปรมิาณโปรตีนท่ีถูก

ตรึงบนเรซิน (Protein loading) ตอไป สวนเรซินจะนําไปลางกอนนําไปหาคากิจกรรมของเอนไซม 

 4. การลางเรซินท่ีผานการตรึงรูปแลว 

 ลางเรซินท่ีผานการตรึงรูปดวยนํ้า DI ปริมาตร 1 มิลลลิิตรโดยนําไปหมุนดวยเครื่อง Multi rotator เปนเวลา 

20 นาทีท่ีความเร็วรอบ 70 รอบตอนาที ทําซ้ํา 2 ครั้ง จากน้ันเอนไซมไลเปสท่ีไมไดถูกตรึงดวยพันธะโควาเลนตออกดวย

สารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0.5 โมลตอลติร ปริมาตร 1 มิลลิลติร แลวนําไปหมุนดวยเครือ่ง Multi rotator 

เปนเวลา 20 นาทีท่ีความเร็วรอบ 70 รอบตอนาทีแลวจึงลางดวยนํ้า DI อีกครั้ง 

 5. การหาปริมาณโปรตีนท่ีถูกตรึงบนเรซิน 

 การวัดปริมาณโปรตีนทําโดยใชวิธีการวัดท่ีคาการดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร (Ultraviolet absorbance 

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

UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific™, USA) และเลือกวิธีการวัดโปรตีน 1 Abs เทากับ 1 มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตร จากน้ันทําการวัดสารละลายโปรตีนเริ่มตน (Initial PPL) และสารละลายโปรตีนสวนท่ีเหลือ (Residual 

PPL) และทําการคํานวณปริมาณโปรตีนท่ีถูกตรึง โดยใชสูตรดังน้ี 

ปริมาณโปรตีนท่ีถูกตรึง(%) = ปรมิาณโปรตีนเริ่มตน-ปริมาณโปรตนีสวนท่ีเหลือ   x 100 

                          ปริมาณโปรตีนเริ่มตน 

 6. การหาคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสตรึงรูป 

 การวัดคากิจกรรมของเอนไซมทําโดยการใชวิธี pNPP Assay โดยเริ่มจากการเตรียมกราฟมาตรฐานของ

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

เขมขน 100 ไมโครโมลตอลิตรท่ีละลายอยูในสารละลายบัฟเฟอร pH 7.5 ความเขมขน 25 มิลลิโมลตอลิตร จากน้ันทํา

การเจือจางใหไดความเขมขน 0.00 ถึง 10 ไมโครโมลตอลิตรแลวจึงนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 405 

นาโนเมตรดวยเครื่ อง  UV/Visible Scanning Spectrophotometers รุ น GENESYS 10S Visible ของบริ ษัท 

Thermo Scientific™ จากน้ันนําคาท่ีไดมาสรางกราฟความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงและความเขมขน เพ่ือให

ไดสมการเสนตรงสําหรับคาความเขมขนในตัวอยางตอไป 

 การวัดคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสตรึงรูป ทําโดยการนําเรซินท่ีผานการตรึงรูปแลวมาทําการ 

equilibrated ดวยสารละลายบัฟเฟอร โดยทําซ้ํา 2 ครั้ง จากน้ันนํามาทําปฏิกิริยากับสารละลาย p-nitrophenyl 

phosphate (pNPP) (Sigma–Aldrich, USA) ความเขมขน 0.1 ไมโครโมลตอลิตร  ท่ีละลายอยูในสารละลายบัฟเฟอร 

pH 7.5 ความเขมขน 25 มิลลโิมลตอลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในท่ีมืดเปนเวลา 30 นาที 

หยุดปฏิกิริยาโดยการกรองเอนไซมตรึงรูปออกจากสารละลาย แลวจึงนําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความ

ยาวคลื่น 405 นาโนเมตรดวย UV/Visible Scanning Spectrophotometers รุน GENESYS 10S Visible ของบริษัท 
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Thermo Scientific™ และเทียบคาการดูดกลืนแสงกับกราฟมาตรฐาน pNP เพ่ือหาคากิจกรรมเอนไซม โดยกําหนดให 

1 หนวย (Unit) ของ PPL คือ ปริมาณเอนไซมท่ียอยสลาย pNPP ใหเปน pNP 1 นาโนโมล ในเวลา 1 นาที ภายใต

สภาวะท่ีกําหนด และคากิจกรรมเอนไซมของ PPL ตรึงรูป สามารถหาไดจาก 

 

กิจกรรมของเอนไซม =         Unit ของ PPL  

                                     นํ้าหนักแหงของเรซิน 

7. การศึกษาโปรตีนท่ีถูกตรึงดวยวิธี SDS-PAGE 

ทําการศึกษาการดูดซับเอนไซมลงบนเรซิน โดยการนําสารละลายโปรตีน (Free PPL) และสารละลายโปรตีน

สวนท่ีเหลือ ดวยวิธี SDS-PAGE โดยแยกเอนไซมบนแผนอะคริลาไมดสําเร็จรูป Mini-PROTEAN® Precast Gels (Bio-

Rad, USA) ทําการแยกดวยกระแสไฟฟา 120 โวลตและยอมสีดวยวิธี Silver staining (Bollag et al., 1996) 

 8. การศึกษาโครงสราง 3 มิติของเอนไซมไลเปสโดยใชโปรแกรม Molsoft 

 ทําการศึกษาหมูอะมิโนท่ีอยูบนโครงสรางของเอนไซมไลเปสจากตับออนของหมู โดยใชโปรแกรม Molsoft 

ICM Version 3.8-7a และใชขอมลูของโครงสราง 3 มิตจิาก RCSB PDB (https://www.rcsb.org)  โดยใชรหัส 1ETH 

(Hermoso, 1996) 

 

สรุปผลการวิจัย 

 ผลของปริมาณโปรตีนเริ่มตนท่ีใชในการตรึงเอนไซมบนเรซิน ECR8204 และ ECR8285 ดังแสดงในภาพท่ี 1 

โดยใชสารละลายบัฟเฟอร pH 7.0 ความเขมขน 0.5 โมลตอลิตรพบวาเอนไซมท่ีถูกตรึงบนเรซิน ECR8204 (A) มี

ปริมาณโปรตีนท่ีถูกตรึง (Protein loading) สูงสุดท่ีปริมาณโปรตีนเริ่มตน 7.5 มิลลิกรัมตอ 100 มิลลิกรัมเรซิน 

เชนเดียวกับคากิจกรรมของเอนไซม และในสวนของการตรึงเอนไซมบนเรซิน ECR8285 (B) พบวาปริมาณโปรตีนท่ีถูก

ตรึงเพ่ิมข้ึนเมื่อเพ่ิมปริมาณโปรตีนเริ่มตน แตมีคากิจกรรมของเอนไซมสูงสุดท่ีปริมาณโปรตีนเริ่มตน 7.5 มิลลิกรัม

เอนไซมตอ 100 มิลลิกรัมเรซินเชนเดียวกับเรซิน ECR8204 
 

 

 

ภาพท่ี 1 แสดงผลของปริมาณโปรตีนเริ่มตนท่ีใชในการตรึง PPL บนเรซิน ECR8204 ภาพ (A) และเรซนิ ECR8285 

ภาพ (B) ในสภาวะท่ีใชสารละลายบัฟเฟอร pH 7.0 ความเขมขน 0.5 โมลตอลิตร 

 ผลของคาความเปนกรด-เบส (pH) ของสารละลายบัฟเฟอรท่ีมีความเขมขน 0.5 โมลตอลิตร ดังแสดงในภาพ

ท่ี 2 พบวาเอนไซมท่ีถูกตรึงบนเรซิน ECR8204 (A) มีคากิจกรรมของเอนไซมเพ่ิมข้ึนตามคา pH ของสารละลาย

(A) (B) 
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บัฟเฟอร และสูงสุดท่ี pH 7.5 แตมีปริมาณโปรตีนท่ีถูกตรึงสูงสุดท่ี pH 7.0 และในสวนของเอนไซมท่ีถูกตรึงบนเรซิน 

ECR8285 (B) มีคากิจกรรมของเอนไซมเพ่ิมข้ึนตามคา pH ของสารละลายบัฟเฟอรและสูงสุดท่ี pH 7.5 จากน้ันคา

กิจกรรมกลับลดลง และสําหรับปริมาณโปรตีนท่ีถูกตรึงมีคาสูงสุดท่ี pH 7.5  
 

 
 

 

 

ภาพท่ี 2 แสดงผลของคา pH ของสารละลายบัฟเฟอรความเขมขน 0.5 โมลตอลติรท่ีใชในการตรึงรูป PPL บนเรซิน 

ECR8204 ภาพ (A) และ ECR8285 ภาพ (B) โดยใชโปรตีนเริม่ตน 7.5 มิลลิกรมัเอนไซมตอ 100 มิลลกิรมัเรซนิ 

 

 ผลของ SDS PAGE แสดงความแตกตางของโปรตีนกอนและหลังการตรึงรูป ดังแสดงในภาพท่ี 3 พบวา

ปริมาณโปรตีนท่ีอยูในสารละลายมีความเขมของแถบโปรตีนท่ีมีขนาด 50-52 kDa มีปริมาณมากกวาโปรตีนท่ีเหลือ

หลังจากการตรึงรูป ดังน้ันแสดงวาการตรึง PPL ดวยพันธะโควาเลนตสามารถตรึงเอนไซมไวได 

 
 

ภาพท่ี 3 ผลของสารละลายโปรตนีกอนการตรึงรูป และสารละลายโปรตีนท่ีเหลือหลังจากการตรึงรูปแลว 

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

1-3 คือ สารละลายโปรตีนกอนการตรึงรูปความเขมขน 6, 7.5 และ 9.0 มิลลิกรมั/400 มิลลิลติรตามลาํดับ 

4-6 คือ สารละลายโปรตีนท่ีเหลือจากการตรึงรูปบนเรซิน ECR8204 ความเขมขน 6.0, 7.5 และ 9.0 มิลลิกรัม. 

เอนไซม ตอ 100 มิลลิกรัมเรซินตามลําดับ 

7-9  คือ สารละลายโปรตีนท่ีเหลอืจากการตรึงรูปบนเรซิน ECR8285 ความเขมขน 6.0, 7.5 และ 9.มิลลิกรัม. เอนไซม 

ตอ 100 มิลลิกรัมเรซินตามลําดับ 

(B) (A) 
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 ผลของโครงสราง 3 มิติท่ีไดจากโปรแกรม Molsoft ของ PPL แสดงดังภาพท่ี 4 พบวาประกอบไปดวย

กรดอะมิโน 449 กรดอะมิโนและทํางานเปนคู  และจากงานวิจัยของ Bischoffa (2012) ไดเสนอวา กรดอะมิโนท่ีมีโซ

ข าง (Side chain) ท่ีมีสมบัติ เปนนิวคลี โอไฟล  ไดแก  Arginine, Lysine, Histidine, Cysteine, Aspartic acid, 

Glutamic acid และ Tyrosine จึงทําการศึกษากรดมิโนท้ัง 7 ชนิดขางตนบนโครงสราง 3 มิติของเอนไซมไลเปสจาก

ตับออนของหมู พบวา Arginine, Lysine, Histidine, Cysteine, Aspartic acid, Glutamic acid และ Tyrosine อยู

ท่ีพ้ืนผิวของ PPL ท้ังหมดจํานวน 10, 19, 2, 8, 17, 16 และ 6 กรดอะมิโนตอ 1 โมเลกุลของเอนไซมตามลําดับ ซึ่งเมื่อ

เรียงลําดับจํานวนกรดอะมิโนแตละชนิดท่ีอยูบนพ้ืนผิวของ PPL ไดดังน้ี Lys > Asp > Glu > Arg > Cys > Tys > His  
 

 
ภาพท่ี 4 แสดงโครงสราง 3 มิติท่ีไดจากโปรแกรม Molsoft ของกรดอะมิโนบนเอนไซมไลเปสจากตับออนของหมู  

 

อภิปรายผลการวิจัย 

 จากผลของการศึกษาของปริมาณโปรตีนเริ่มตน ตอการตรึงรูปเอนไซม PPL ดวยพันธะโควาเลนต ปริมาณ

โปรตีนท่ีถูกตรึงบนเรซิน ECR8285 มีคาเพ่ิมข้ึนเมื่อปริมาณโปรตีนเริ่มตนเพ่ิมข้ึน ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ 

Xingxing (2016) ท่ีไดทําการตรึงเอนไซมไลเปส SMG1-F278N บนเรซิน ECR8285 และพบวาปริมาณของโปรตีน

เริ่มตนท่ีเพ่ิมข้ึนจะมีผลตอปริมาณโปรตีนท่ีถูกตรึง แตกตางกับเรซิน ECR8204 ซึ่งปริมาณโปรตีนท่ีถูกตรึงมีแนวโนม

อ่ิมตัวเมื่อปริมาณโปรตีนเริ่มตนมีคามากกวา 7.5 มิลลิกรัมตอ 100 มิลลิกรัมเรซิน ปรากฏการณน้ีอาจเกิดจาก 

ECR8204 มีขนาดรูพรุน (Pore size) ท่ีนอยกวา ECR8285 (Purolite., 2015) อยางไรก็ตามปริมารเอนไซมท่ีสูงอาจไม

เปนผลดีตอการทํางานของเอนไซมเสมอไป โดยพิจารณาเรซิน ECR8285 เมื่อใชปริมาณโปรตีนเริ่มตนสูง (9.0 มิลลิกรัม

ตอ 100 มิลลิกรัมเรซิน) กลับมีคากิจกรรมของเอนไซมลดลง ซึ่งเหตุผลอาจเกิดจากปริมาณโปรตีนท่ีมากเกินไปทําให

โปรตีนเกิดปฏิกิริยาจับกันเอง (Protein–protein interactions) ซึ่งทําใหคากิจกรรมของเอนไซมลดลงได ตามรายงาน

ของ Ranjbakhsh (2012) 

 ในสวนผลของการศึกษาผลของคา pH ของสารละลายบัฟเฟอร ตอการตรึงรูปเอนไซม PPL ดวยพันธะ  โควา

เลนต พบวา คา pH ของสารละลายบัฟเฟอรไมมีผลกระทบอยางมีแนวโนมชัดเจนตอปริมาณโปรตีนท่ีถูกตรึงบนเรซิน
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ท้ังสองชนิด ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ Xingxing (2016) และงานวิจัยของ Xiaohong (2017) นอกจากน้ี 

Xiaohong ยังเสนอวาคา pH ท่ีเหมาะสมของการตรึงรูป มีผลตอเสถียรภาพของ PPL จึงสงผลตอคากิจกรรมของ

เอนไซม จากการทดลองน้ีพบวา PPL ท่ีถูกตรึงบนเรซิน ECR8204 มีคากิจกรรมเอนไซมสูงสุดเมื่อถูกตรึงภายใต pH 

7.5 ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ Yang (2013) ขณะ PPL ท่ีถูกตรึงบนเรซิน ECR8285 มีคากิจกรรมสูงสุดท่ี pH 7.0 

 การตรึงรูปของ PPL บนเรซินท้ังสองชนิดสามารถยืนยันไดดวยเทคนิค SDS-PAGE และการศึกษาความ

เปนไปไดจากโปรแกรม Molsoft พบวามีกรดอะมิโนท้ังหมด 7 ชนิดบนพ้ืนผิวของ PPL ท่ีมีโซขางท่ีมีสมบัติเปน     นิ

วคลีโอไฟล  ท่ีสามารถเปดวงของหมูอีพ็อกซี่ของวัสดุสนับสนุนท้ังสองชนิด โดยใหโปรตอนกับหมูอีพ็อกซี่ และเกิด

พันธะโควาเลนตตอไปได  ซึ่งตรงตามงานวิจัยของ Bischoffa (2012) นอกจากน้ีงานวิจัยอ่ืนยังมีการตรวจสอบการติด

ของโปรตีนบนวัสดุสนับสนุนดวยวิธีอ่ืนอีก เชน งานวิจัยของ Yang (2013) ทําการศึกษาพ้ีนผิววัสดุสนับสนุนดวย

เทคนิค SEM และศึกษาเปรียบเทียบหมูฟงกชันของวัสดุสนับสนุนกอน และหลังผานการตรึงรูปดวยเทคนิค FTIR เปน

ตน ขอมูลท่ีไดจากการศึกษาวิจัยครั้งน้ีเปนขอมูลสําคัญแกภาคอุตสาหกรรมในการนําเอนไซมไลเปสจากตับออนของหมู

ตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนตไปประยุกตใชในอนาคต 

 

ขอเสนอแนะ 

 งานวิจัยน้ีเปนการศึกษาเบ้ืองตนในการหาสภาวะท่ีใชในการตรึงรูปเทาน้ัน จึงควรมีการวิเคราะหในเรื่องของ

สภาวะท่ีเหมาะสมของการทํางาน เชน ปจจัยของคาความเปนกรด-เบสของสารละลายบัฟเฟอร, อุณหภูมิ และความ

เสถียรตอความรอน เปนตน รวมท้ังศึกษาการนําไปประยุกตใชงานในการเรงปฏิกิริยา เพ่ือนําไปพัฒนา และตอยอดใน

การใชงานในอุตสาหกรรมตอไป เชน การใชในการเรงปฏิกิริยาผลิตนํ้ามันไบโอดีเซล, อุตสาหกรรมเก่ียวกับอาหาร, 

อุตสาหกรรมเครื่องสําอาง เปนตน  
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