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บทคัดยอ  

          การวิจัยศึกษาน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาเทคนิคการตรึงเอนไซมไลเปสรวมท้ังศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม                 

ไลเปสตรึงรูปบนวัสดุรองรับพอลิเมอรดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ และศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอคากิจกรรมของ                   

เอนไซมไลเปส โดยแหลงท่ีมาของเอนไซมไลเปสท่ีใชในงานวิจัยน้ีไดแก Porcine pancreatic lipase หรือ PPL                      

ซึ่งเปนเอนไซมไลเปสท่ีสกัดมาจากตับออนหมู และวัสดุรองรับท่ีใชในการตรึงเอนไซมดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ                                   

ซึ่งไดแก ECR8806F, ECR1030M และ ECR1090M ซึ่งเปนวัสดุรองรบัท่ีเปนพอลิเมอรท่ีมีหมูฟงกชันและขนาดรูพรุน                            

ท่ีแตกตางกัน พบวาเอนไซมท่ีตรึงบนวัสดุรองรับ ECR8806F ใหคากิจกรรมของเอนไซมสูงท่ีสุดอยูท่ี 0.0795 ยูนิต                   

ตอกรัมวัสดุรองรับแหง และมีคาความจุโปรตีน 178.010 มิลลิกรัมโปรตีนตอกรัมวัสดุรองรับ เมื่อใชสารละลายโซเดียม

ฟอตเฟสบัฟเฟอร ความเขมขน 5 มิลลิโมลาร ท่ี pH 7 และคาความเขมขนของเอนไซม 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร                 

ในการตรึงเอนไซม การวิจัยศึกษาในครั้งน้ีจะเปนแนวทางในการพัฒนาตัวเรงปฏิกิริยาชีวภาพชนิดใหมซึ่งจะนําไปสูการ

ตอยอดเพ่ือนําเอนไซมตรึงรูปมาใชในการประยุกตใชในระดับอุตสาหกรรมซึ่งมีความคุมคาทางเศรษฐกิจมากข้ึน 

คําสําคัญ : เอนไซมไลเปส, การตรึงเอนไซม, กิจกรรมของเอนไซม, การดูดซับทางกายภาพ 

 

Abstract 

 The objective of this research is study techniques of enzyme immobilization, properties of 

immobilized enzyme and factors affecting to immobilized enzyme activity. For immobilized lipase 

from Porcine Pancreatic Lipase (PPL) using physical adsorption, the lipase was immobilized on three 

different commercial supports namely ECR8806F, ECR1030M and ECR1090M. The immobilized 

enzyme activity on ECR8806F was outstanding showing highest activity of 0.0795 U/gdry and loading 

capacity of 178.010 mg Protein/g when using 5 mM sodium phosphate buffer pH 7 and concentration 

of protein at 10 mg/mL as immobilized enzyme. This research study will be a guideline for the 

1 นักศึกษาระดับปริญญาโท หลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชากระบวนการอุตสาหกรรมเคมีและส่ิงแวดลอม (M-ICPE)  
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development of new biocatalysts and use immobilized enzyme in industrial applications with more 

economic value. 

Keywords:  Lipase, Enzyme immobilization, Enzyme activity, Physical adsorption 

 

ความสําคัญและท่ีมาของปญหาการวิจัย 

เอนไซมไลเปส (Triacylglycerol ester hydrolase, E.C. 3.1.1.3) เปนเอนไซมคารบอกซิลเทอเรส

(Carboxylesterases) ซึ่งเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของเอซิลกลีเซอรอล (Acylglycerols) สายโซยาวใหเปนกลีเซอรอล 

กรดไขมันอิสระ โมโนและไดเอซิลกลีเซอรอล เอนไซมไลเปสสามารถทํางานไดในรอยตอระหวางเฟสท่ีชอบนํ้า                       

และไมชอบนํ้า หรือท่ีเรียกกันวา Interfacial activation (Mendes et al., 2012) 

แหลงของเอนไซมไลเปส พบไดสิ่งมีชีวิตชนิดตาง ๆ ไดแก จุลินทรีย พืช และเน้ือเยื่อของสัตว โดยเอนไซม              

ไลเปสท่ีมีการใชอยางแพรหลายมากท่ีสุดในปฏิกิริยาการเปลี่ยนแปลงทางชีวภาพ ไดแก เอนไซมไลเปสจากตับออน 

(Porcine pancreatic lipase หรือ PPL) เน่ืองจากมีขอดี คือ ราคาถูกกวาเอนไซมไลเปสจากจุลินทรีย และสัตว                

ชนิดอ่ืน จึงทําใหเอนไซม PPL ไดรับความสนใจในการใชงานดานอุตสาหกรรมการผลิต และสามารถเขาถึงงาย                 

โดยมีการจําหนายในผูคาในตลาดตางประเทศ มีเสถียรภาพและความจําเพาะสูงสําหรับการเปลี่ยนแปลงทางชีวภาพ 

ปจจุบัน เอนไซม PPL ถูกประยุกตใชในอุตสาหกรรมการผลิตหลายประเภท เชน การสังเคราะหกลิ่นและรสชาต ิการ

ผลิตไบโอดีเซล การผลิตอิมัลซิไฟเออร การผลิตเครื่องสําอางและการผลิตยา เปนตน 

เน่ืองจากเอนไซมไลเปสสามารถทํางานไดเมื่อจับกับซับสเตรตท่ีเปนไขมันในสภาพของหยดนํ้ามัน                           

ผานกลไกการใชงานแบบ Interfacial activation จับกับซับสเตรตท่ีเปนไขมันซึ่งเปนสารไมมีข้ัวตรงพ้ืนผิวท่ีเปนรอยตอ

ระหวางนํ้ากับไขมัน จึงทําใหเอนไซมไลเปสเปนเอนไซมท่ีสามารถละลายในนํ้าไดดีและถูกตรึงบนวัสดุรองรับ                        

ท่ีมีลักษณะไมชอบนํ้า (Hydrophobic support) ได 

ในปจจุบันมีการใชวัสดุสนับสนุนชนิดใหมสําหรับการตรึงเอนไซมไลเปส เชน อนุภาคนาโน วัสดุท่ีมีรูพรุน               

ซิลิเกต ซิลิกา อะกาโรสท่ีเคลือบดวยหมูเอซิล สไตรีน และไดไวนิลเบนซิน เปนตน (Pascacio et al., 2016) 

ในงานวิจัยน้ีผูวิจัยจึงมุงเนนในการศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมไลเปสจากตับออนหมูตรึงรูปดวยวิธีการดูดซับ

ทางกายภาพบนวัสดุรองรับพอลิเมอรท่ีมีช่ือทางการคาวา ECR8806F, ECR1030M และ ECR1090M ซึ่งเปนวัสดุ

รองรับท่ีมีหมูฟงกชัน Octadecyl methacrylate, DVB/Methacrylate และ Macroporous styrene ซึ่งมีขนาด                  

รูพรุนท่ีแตกตางกัน รวมท้ังศึกษาปจจัยท่ีมีผลคากิจกรรมของเอนไซมตรึงรูป ซึ่งจะเปนแนวทางในการพัฒนาตัวเรง

ปฏิกิริยาชีวภาพชนิดใหมซึ่งจะนําไปสูการตอยอดเพ่ือนําเอนไซมตรึงรูปมาใชในการผลิตในระดับอุตสาหกรรม                                                                         

ตอไปในอนาคต 

 

วัตถุประสงคการวิจัย  

1. เพ่ือศึกษาเทคนิคการตรึงเอนไซมไลเปสดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ 

2. เพ่ือศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมไลเปสตรึงรูปบนวัสดุรองรับพอลิเมอรดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ 
3. เพ่ือศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอคากิจกรรมของเอนไซมไลเปส 
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สมมติฐานการวิจัย  

คา pH ของสารละลายโซเดียมฟอตเฟสบัฟเฟอร รวมท้ังคาความเขมขนของเอนไซมท่ีใชในการตรึงเอนไซม

สงผลตอการดูดซับเอนไซมบนวัสดุรองรับ และคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสตรึงรูปมีคาสูงกวาของเอนไซมไลเปสอิสระ  

 

วิธีดําเนินการวิจัย  

1. อุปกรณและสารเคม ี

               1.1 สารเคมี 

               - เอนไซมไลเปสจากตับออนหมู (Porcine pancreatic lipase หรือ PPL) (EC 3.1.1.3 Type II, CAS 

9001-62-1, crude; from porcine pancreas) จากบริษัท Sigma-Aldrich 

               - วัสดุรองรับ (Lifetech ECR Resin) จากบริษัท Lifetech ซึ่ ง วัสดุรองรับท่ีใช ในการศึกษาไดแก  

ECR8806F, ECR1030M และ ECR1090M 

               - สารเคมี ท่ีใช ในการเตรียมสารละลายโซเดียมฟอตเฟสบัฟเฟอร  ไดแก  Disodium hydrogen 

orthophosphate anhydrous และ Sodium dihydrogen orthophosphate จากบริษัท Univar                                      

               - สารซับสเตรต ไดแก p-nitrophenol หรือ pNP จากบริษัท Sigma-Aldrich 

               - สารผลิตภัณฑตัวอยาง ไดแก p-nitrophenyl palmitate หรือ pNPP จากบริษัท Alfa aesa 

               1.2 เครื่องมือวิเคราะห 

               - เครื่อง วิ เคราะหการเปลี่ยนแปลง นํ้าหนักของสารโดยอาศัยคุณสมบัติทางความรอน  หรือ 

Thermogravimetry; TGA จากบริษัท TA Instruments 

               - เครื่อง วิเคราะหสารชนิดฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรด หรือ Fourier Transform Infrared 

Spectrophotometer; FTIR จากบริษัท PerkinElmer 

               - เครื่องวัดการดูดกลืนแสงชวง UV หรือ UV-Vis spectrophotometer จากบริษัท Thermo Scientific 

               - เครื่องวัดสารปริมาณนอย หรือ Nanodrop จากบริษัท Thermo Scientific 

2. การตรึงเอนไซมไลเปสบนวัสดุรองรับดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ 

            การตรึงเอนไซมไลเปสดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพดัดแปลงจากงานวิจัยของ Pascacio และคณะ (2016) 

ซึ่งมีวิธีการดําเนินการ ดังตอไปน้ี 

    2.1 การเตรียมเอนไซมไลเปส 

    - ปริมาณโปรตีนท่ีระบุในฉลากของ Commercial lipase เทากับ 15% 

    เตรียมสารละลายเอนไซมใหมีโปรตีน 2.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยช่ังเอนไซมนํ้าหนัก 16.67 กรัม 

ละลายในสารละลายโซเดียมฟอตเฟสบัฟเฟอร ความเขมขน 5 มิลลิโมลาร ท่ี pH 6, 7 และ 8 ตามลําดับ 

    ทําการปนเหว่ียงสารละลายท่ี 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เพ่ือแยกตะกอนออก และนําสวน

สารละลายดานบน (Supernatant) ไปใชสําหรับการตรึงเอนไซมตอไป  

    2.2 การเตรียมวัสดุรองรับ 

                การเตรียมวัสดุรองรับสําหรับการตรึงเอนไซม เพ่ือกําจัดอากาศและเติมรูพรุนของวัสดุรองรับดวยนํ้ากอน

การตรึงเอนไซม โดยนําวัสดุรองรับ 0.1 กรัม ใสลงใน Disposable chromatography columns (Bio-Rad) จากน้ัน
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เติมเมทานอล 0.5 มิลลิลิตร นําไปหมุนบนเครื่องหมุนหลอดทดลองชนิดตั้งโปรแกรมไดเปนเวลา 1 ช่ัวโมง เมื่อครบ

เวลาเติมนํ้ากลั่น 0.5 มิลลิลิตร และนําไปหมุนตอบนเครื่องหมุนหลอดทดลองชนิดตั้งโปรแกรมไดเปนเวลา 15 นาที 

เมื่อครบเวลาใหทําการลางดวยนํ้ากลั่น 5 มิลลิลิตร จํานวน 5 ครั้ง และทําการเก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส โดยเติมนํ้ากลั่น 

0.5 มิลลิลิตร เพ่ือหลีกเลี่ยงการขาดนํ้า  

    2.3 การตรึงเอนไซมไลเปสบนวัสดุรองรับ 

                นําสารละลายเอนไซม PPL ท่ีเตรียมไว ใสลงใน Disposable chromatography columns ท่ีมีวัสดุ

รองรับ 0.1 กรัม จากน้ันไปหมุนบนเครื่องหมุนหลอดทดลองชนิดตั้งโปรแกรมได เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เพ่ือทําใหเกิดการ

ดดูซับทางกายภาพของเอนไซมบนวัสดุรองรับ เมื่อครบเวลาทําการกรองเพ่ือแยกสารละลายออกและนําไปวัดปริมาณ

โปรตีนท่ีเหลือ และลางวัสดุรองรับท่ีตรึงเอนไซมแลวดวยนํ้ากลั่น 5 มิลลิลิตร จํานวน 5 ครั้ง และทําการเก็บ                        

ท่ี 4 องศาเซลเซียส เพ่ือนํามาวัดคากิจกรรมของเอนไซมตอไป 

    2.4 การวัดปริมาณโปรตีนท่ียึดเกาะ 

                วัดปริมาณโปรตีนในสารละลายเอนไซมกอนและหลังตรึงเอนไซมดวยเครื่อง Nanodrop ดวยวิธีโปรตีน

A280 โดยคํานวณเปนคาความจุโปรตีน (Loading capacity) และมีสูตรสมการดังตอไปน้ี 

คาความจุโปรตีน (มลิลิกรัมโปรตนีตอกรัมวัสดุรองรับ) = [(P0 – Pf) /Ws]  

โดยท่ี P0 = ปริมาณโปรตีนของสารละลายเอนไซมกอนการตรึงรูป (หนวย: มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

        Pf = ปริมาณโปรตีนของสารละลายเอนไซมหลังการตรึงรูป (หนวย: มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

        Ws = นํ้าหนักของวัสดุรองรับแหง (หนวย: กรัม) 

    2.5 การวัดคากิจกรรมของเอนไซมไลเปส 

                สารละลายซับสเตรต (Substrate solution) และสภาวะท่ีใชวัดคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสอิสระและ

เอนไซมไลเปสตรึงรูป ดัดแปลงจากงานวิจัยของ Ali และคณะ (2015) โดยเตรียมสารละลายซับสเตรตโดยนํา                      

p-nitrophenyl palmitate (pNPP) 30 มิลลิกรัมมาละลายใน Isopropanol 10 มิลลิลิตร จากน้ันผสมกับสารละลาย 

0.05 M Tris-HCL buffer pH 7.2 ท่ีมี  0.4% Triton-X 100 ละลายอยู  เมื่อไดสารละลายซับสเตรตแลวให นํา

สารละลายเอนไซม 50 ไมโครลิตรหรือวัสดุรองรับท่ีตรึงเอนไซมแลว 0.05 กรัม ผสมกับสารละลายซับสเตรต                      

2.5 มิลลิลิตร และบมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที โดยปฏิกิริยาจะเกิดข้ึนอยางสมบูรณในท่ีมืด                          

เมื่อครบเวลานําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 410 นาโนเมตร โดยเปนการตรวจสอบการเกิดข้ึนของ                                 

p-nitrophenol (pNP) เพ่ือหาคากิจกรรมของเอนไซมไลเปส  

                คากิจกรรมของเอนไซมไลเปสคํานวณไดจากปริมาณของเอนไซม PPL ท่ีสามารถยอยซับสเตรตซึ่งในท่ีน้ี

หมายถึง pNPP ใหเกิดเปน pNP 1 ไมโครโมลตอนาที ภายใตสภาวะการทดลอง มีหนวยเปนยูนิต และคากิจกรรม

จําเพาะของเอนไซมไลเปสคํานวณไดจากคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสตอปริมาตรเอนไซม 1 มิลลิลิตรตอปริมาณ

โปรตีนท้ังหมด 

    2.6 การวิเคราะหปริมาณการตรึงโปรตีนและความคงทนของการตรึงเอนไซม 

    - วิเคราะหปริมาณโปรตีนท่ีเหลือในสารละลายหลังการตรึงเอนไซมโซเดียมฟอตเฟสบัฟเฟอร pH 7                   

ความเขมขน 5 มิลลิโมลาร ปริมาตร 16 ไมโครลิตรผสมกับ Sample buffer pH 6.8 ปริมาตร 4 ไมโครลิตร ทําให

โปรตีนเสียสภาพโดยการใหความรอนท่ี 99 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ใสตัวอยางลงในแผนเจลโพลิอะคริลาไมด                  

ขนาด 9 x 6 เซนติเมตร รันดวย Running buffer โดยใชเครื่องแยกโปรตีนดวยกระแสไฟฟา ท่ีกระแสไฟฟา 125 โวลต 

เทียบกับโปรตีนมารคเกอร (Biohelix) ขนาด 10-175 กิโลดาลตัน 
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    - ทดสอบความคงทนของการตรึงเอนไซม นําวัสดุรองรับหลังการตรึงเอนไซม มาผสมกับ Running 

buffer แลวนําไปใสในเครื่องลางความถ่ีสูง เปนเวลา 10 นาที และนําสวนท่ีเปนสารละลายปริมาตร 16 ไมโครลิตรผสม

กับ Sample buffer pH 6.8 ปริมาณ 4 ไมโครลิตรทําใหโปรตีนเสียสภาพโดยการใหความรอนท่ี 99 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 10 นาที ใสตัวอยางลงในแผนเจลโพลิอะคริลาไมด ขนาด 9 x 6 เซนติเมตร รันดวย Running buffer                      

โดยใชเครื่องแยกโปรตีนดวยกระแสไฟฟา ท่ีกระแสไฟฟา 125 โวลต เทียบกับโปรตีนมาตรฐาน (Biohelix)                                 

ขนาด 10-175 กิโลดาลตัน 

    2.7 การวิเคราะหคุณสมบัติของเอนไซมไลเปสตรึงรูปบนวัสดุรองรับดวยเทคนิค Thermogravimetric 

analysis (TGA)            

                ช่ัง pan เปลาดวยเครื่อง TGA โดยเลือกโหมด tare เมื่อ tare เสร็จเรียบรอยนํา pan เปลามาช่ังดวยเรื่อง

ช่ังไฟฟา แลวกดตั้งคาใหเปนศูนยจากน้ันบรรจุเอนไซมไลเปสตรึงรูปบนวัสดุตวัรองรับหรือวัสดุรองรับท่ียังไมผานการ

ตรึงดวยเอนไซมประมาณ 5-10 กรัมและนํามาวิเคราะหดวยเครื่อง TGA โดยตั้งคาเครื่อง TGA ดังน้ี อุณหภูมิเริ่มตน 

25 องศาเซลเซียสอุณหภูมิสุดทาย 550 องศาเซลเซียส อัตราการเพ่ิมอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียสตอนาที                        

ภายใตบรรยากาศของแกสไนโตรเจน 

    2.8 การวิเคราะหคุณสมบัติของเอนไซมไลเปสตรึงรูปบนตัวรองรับดวยเทคนิค Fourier Transform 

Infrared Spectroscopy (FTIR) โดยใชโหมดการวิเคราะห Diffuse Reflectance 

               ทําการสแกน background โดยใช KBr บดใหเปนผงละเอียดดวยโกรงบดสารและนําไปใสแมพิมพของ 

background เพ่ือทําการสแกน background เมื่อสแกน background เสร็จแลวใหนําเอนไซมไลเปสตรึงรูปบนวัสดุ

รองรับหรือวัสดุรองรับท่ียังไมผานการตรึงรูปดวยเอนไซมมาบดผสมรวมกับ KBr ในอัตราสวน 1:10 โดยใหมี                        

การกระจายตัวอยางสม่ําเสมอ จากน้ันนําไปใสแมพิมพของตัวอยางไปวิเคราะหโดยตั้งคาชวงความยาวคลื่นท่ีใชวัดอยู

ในชวง 4000-400 cm-1 

 

สรุปผลการวิจัย  

           การตรึงเอนไซมไลเปสจากตับออนหมู (PPL) ดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพบนวัสดุรองรับพอลิเมอร                       

ท่ีมีหมูฟงกชันและขนาดรูพรุนท่ีแตกตางกัน พบวาคา pH ของสารละลายโซเดียมฟอตเฟสบัฟเฟอรท่ีใชในการตรึง

เอนไซมสงผลตอการดูดซับเอนไซมบนวัสดุรองรับ เมื่อเริ่มตนดวยปริมาณเอนไซมท่ีมีปริมาณโปรตีนเทากัน                       

(2.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ในสารละลายโซเดียมฟอตเฟสบัฟเฟอรความเขมขนเทากัน 5 มิลลิโมลาร ท่ี pH 6, 7 และ 

8 ตามลําดับ ไดผลดังแสดงในภาพท่ี 1 ซึ่งแสดงเปนคาความจุโปรตีน (Loading capacity) ในหนวยมิลลิกรัมโปรตีนตอ

กรัมวัสดุรองรับแหงคากิจกรรมของเอนไซมตรึงรูปโดยใหทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสสารซับสเตรต (pNPP) ใหกลายเปน

ผลิตภัณฑ (pNP) แสดงหนวยเปนยูนิตตอกรัมวัสดุรองรับแหง ดังแสดงในภาพท่ี 2 
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ภาพท่ี 1  คาความจุโปรตีนหลังการตรึงเอนไซมโดยใชความเขมขนของเอนไซม 2.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรและ

สารละลายโซเดียมฟอตเฟสบัฟเฟอร ความเขมขน 5 มิลลิโมลาร ท่ี pH 6,7 และ 8 ในการตรึงเอนไซม 

 
ภาพท่ี 2  คากิจกรรมของเอนไซมหลังการตรึงเอนไซมโดยใชความเขมขนของเอนไซม 2.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรและ

สารละลายโซเดียมฟอตเฟสบัฟเฟอร ความเขมขน 5 มิลลิโมลาร ท่ี pH 6,7 และ 8 ในการตรึงเอนไซม 

 

           จากภาพท่ี 2 เอนไซมไลเปสท่ีตรึงบนวัสดุรองรับ ECR8806F มีคากิจกรรมสูงท่ีสุด ดังน้ันจึงทดสอบเพ่ิมเติม

โดยเพ่ิมความเขมขนเอนไซมเริ่มตนท่ี 5 และ 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในการตรึงในสารละลายโซเดียมฟอตเฟส

บัฟเฟอรความเขมขน 5 มิลลิโมลาร ท่ี pH 7 คาความจุโปรตีนและคากิจกรรมเอนไซมตรึงรูป แสดงในภาพท่ี 3 และ 4 

ตามลําดับ 

47.311

40.348

90.336

52.238

40.469

76.036

50.108

22.546

72.644

0

20

40

60

80

100

ECR8806F ECR1030M ECR1090M

คา
คว

าม
จุโ

ปร
ตีน

(ม
ิลล

ิกร
ัมโ

ปร
ตีน

ตอ
กร

ัมว
ัสด

ุรอ
งร

ับ)

ชนิดวัสดุรองรับ

pH 6

pH 7

pH 8

365.117

24.711

194.766

409.107

25.597

298.984286.880

20.873

205.395

0

100

200

300

400

ECR8806F ECR1030M ECR1090M

กิจ
กร

รม
เอ

นไ
ซม

หล
ังก

าร
ตรึ

ง

(ย
ูนิต

ตอ
กรั

มว
ัสดุ

รอ
งรั

บแ
หง

) 
x 

10
-4

ชนิดวัสดุรองรับ

pH 6

pH 7

pH 8

ภาคบรรยาย 

706 

 



 
 

การประชุมวิชาการระดับชาติ วิทยาลัยนครราชสีมา ครั้งที่ 6 ประจําป พ.ศ.2562   “สังคมผูสูงวัย: โอกาสและความทาทายของอุดมศึกษา” 

                  
ภาพท่ี 3  คาความจุโปรตีนหลังการตรึงเอนไซมโดยใชความเขมขนของเอนไซม 2.5, 5.0 และ 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร

และสารละลายโซเดียมฟอตเฟสบัฟเฟอร ความเขมขน 5 มิลลิโมลาร ท่ี pH 7 ในการตรึงเอนไซม 

                  
ภาพท่ี 4  คากิจกรรมของเอนไซมหลังการตรึงเอนไซมโดยใชความเขมขนของเอนไซม 2.5, 5.0 และ 10 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตรและสารละลายโซเดียมฟอตเฟสบัฟเฟอร ความเขมขน 5 มิลลิโมลาร ท่ี pH 7 ในการตรึงเอนไซม 

 

ใชวิธี SDS-PAGE เพ่ือตรวจสอบปริมาณโปรตีนท่ีเหลือจากการตรึงเอนไซมและทดสอบความคงทนของ

เอนไซมท่ีถูกตรึงบนวัสดุรองรับท้ัง 3 ขนิด ไดผลแสดงในภาพท่ี 5 และ 6 ตามลําดับ เอนไซม (PPL) มีนํ้าหนักอยูท่ี                

50-52 กิโลดาลตัน 
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ภาพท่ี 5 ผลการวิเคราะห SDS-PAGE ของสารละลายเอนไซมหลังการตรึงเอนไซมบนวัสดรุองรับ 

M คือ โปรตีนมาตรฐาน (Biohelix) ขนาด 10-175 กิโลดาลตัน 

1 ถึง 6 คือ สารละลายโปรตีนหลังการตรึงเอนไซมบนวัสดรุองรับโดยใชสารละลายโซเดียมฟอตเฟสบัฟเฟอร 

ความเขมขน 5 มิลลิโมลาร ท่ี pH 7 ในการตรึงเอนไซม 

1, 2 = ปริมาณโปรตีนหลังการตรงึกับ ECR8806 ท่ีความเขมขนโปรตีนเริ่มตน 5,10 มิลลิกรัมตอมิลลลิิตร 

3, 4 = ปริมาณโปรตีนหลังการตรงึกับ ECR030M ท่ีความเขมขนโปรตีนเริ่มตน 5,10 มิลลิกรัมตอมลิลลิิตร 

5, 6 = ปริมาณโปรตีนหลังการตรงึกับ ECR1090M ท่ีความเขมขนโปรตีนเริ่มตน 5,10 มิลลิกรัมตอมลิลลิิตร 

7 = สารละลายโปรตีนกอนการตรงึท่ีความเขมขนโปรตีน 10 มิลลิกรมัตอมิลลลิิตร 

 แสดงแถบของเอนไซม PPL 

 

                                    
ภาพท่ี 6 ผลการวิเคราะห SDS-PAGE ของวัสดุรองรับหลังการตรึงเอนไซม 

M คือ โปรตีนมาตรฐาน (Biohelix) ขนาด 10-175 กิโลดาลตัน 

1 = สารละลายโปรตีนกอนตรึงรปูท่ีความเขมขนโปรตีน 10 มิลลิกรัมตอมลิลลิิตร 

2 ถึง 7 คือ สารละลายโปรตีนหลังการตรึงเอนไซมบนวัสดรุองรับโดยใชสารละลายโซเดียมฟอตเฟสบัฟเฟอร 

ความเขมขน 5 มิลลิโมลาร ท่ี pH 7 ในการตรึงเอนไซม 

2, 3 = สารละลายจากการลาง ECR8806 ตรึงรูป ท่ีความเขมขนโปรตีนเริ่มตน 5,10 มิลลิกรัมตอมลิลลิิตร 

4, 5 = สารละลายจากการลาง ECR030M ตรึงรูป ท่ีความเขมขนโปรตีนเริ่มตน 5,10 มิลลิกรัมตอมลิลลิติร 

6, 7 = สารละลายจากการลาง ECR1090M ตรึงรูป ท่ีความเขมขนโปรตีนเริ่มตน 5,10 มิลลิกรมัตอมลิลลิิตร 

 แสดงแถบของเอนไซม PPL 

            

           ใชวิธี TGA และ FTIR เพ่ือทดสอบสมบัติทางกายภาพท่ีแตกตางกันของวัสดุรองรับ ECR8806F กอนและหลัง

การตรึงเอนไซมไดผลแสดงใน ภาพท่ี 7 และ 8 ตามลําดับ                    
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ภาพท่ี 7 ผลการวิเคราะหสมบัติทางความรอนของ ECR8806F (A) และ ECR8806F ท่ีผานการตรึงเอนไซม (B) 

 

                        
ภาพท่ี 8 ผลการวิเคราะห FTIR ของ ECR8806F (A) และ ECR8806F ท่ีผานการตรึงเอนไซม (B) 

 

อภิปรายผล 

          1. ผลของชนิดวัสดรุองรับและ pH ในการตรึงเอนไซมตอคาความจุโปรตีนตอคากิจกรรม 

          เมื่อทําการตรึงเอนไซมท่ีความเขมขนโปรตีนเริ่มตน 2.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรในสารละลายโซเดียมฟอตเฟส

บัฟเฟอรความเขมขน 5 มิลลิโมลารเทากัน และมี pH แตกตางกันพบวา ECR1090M มีคาความจุโปรตีนสูงท่ีสุด                    

ในทุก ๆ pH รองลงมาคือ ECR8806F และ ECR1030M มีคาความจุโปรตีนนอยท่ีสุดซึ่งยืนยันผลดวยวิธี SDS-PAGE                          

ดังภาพท่ี 5 ซึ่งมีแถบของโปรตีนท่ีมีนํ้าหนักเทากับ PPL เหลืออยู เมื่อวิเคราะหคากิจกรรมเอนไซมตรึงรูปพบวาเอนไซม

ท่ีตรึงรูปบน ECR8806F มีคากิจกรรมสูงสุดในทุก ๆ pH โดยสูงสุดท่ี pH 7  

         2. ผลของความเขมขนโปรตีนเริ่มตนตอคาความจุโปรตีนตอคากิจกรรม 

         เมื่อทําการตรึงเอนไซมท่ีความเขมขนเริ่มตน 2.5, 5.0 และ 10  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ท่ี pH 7 พบวา เมื่อเพ่ิม

ความเขมขนโปรตีนสงผลใหคาความจุโปรตีนและคากิจกรรมในวัสดุรองรับท้ัง 3 ชนิด ซึ่งโปรตีนท่ีติดอยูบนวัสดุรองรับ

น้ันถูกทดสอบความคงทนโดยนําไปลางดวยบัฟเฟอรดวยเครื่องลางความถ่ีสูง และนําสารละลายมาทดสอบโปรตีน                    

ท่ีหลุดออกดวยวิธี SDS-PAGE จากผลท่ีไดพบวา ECR8806F และ ECR1090M เปนวัสดุรองรับท่ีเหมาะสมดวยวิธีการ

ดูดซับทางกายภาพ เน่ืองมีคากิจกรรมสูงท่ีสุดและมีความคงทนสูง  

         3. การทดสอบคุณสมบัติทางความรอนของ ECR8806F และ ECR8806F ตรึงรูป 
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         จากการทดสอบสมบัติทางความรอนดวยเทคนิค TGA พบวา ECR8806F ท่ีไมผานการตรึงจะมีอุณหภูมิเริ่มตน

การสลายตัวทางความรอนท่ีประมาณ 233.14 องศาเซลเซียส สําหรับนํ้าหนักท่ีสูญเสียไปในชวงอุณหภูมิ                            

290 ถึง 400 องศาเซลเซียสเกิดจากการสลายตัวของ Octadecyl methacrylate คิดเปนนํ้าหนักท่ีสูญเสียไปรอยละ 

93.55 และ ECR8806F ตรึงรูปจะมีอุณหภูมิเริ่มตนการสลายตัวทางความรอนท่ีประมาณ 294.8 องศาเซลเซียส 

สําหรับนํ้าหนักท่ีสูญเสียไปในชวงอุณหภูมิ 230 ถึง 400 องศาเซลเซียสเกิดจากการสลายตัวของ Octadecyl 

methacrylate คิดเปนหนักหนักท่ีสูญเสียไปรอยละ 99.96 

         จากผล IR spectrum ของ ECR8806F ท่ีไมผานการตรึงจะมีพีคท่ีสูงกวา ECR8806F ตรึงรูป ท้ังน้ีเน่ืองจากหมู

ฟงกชันของวัสดุรองรับ ถูกโปรตีนบดบังจึงมีผลทําใหพีคของ ECR8806F ตรึงรูป ต่ํากวาพีคของ ECR8806F ท่ีไมผาน

การตรึงดวยเอนไซม 

 

ขอเสนอแนะ  

ขอเสนอแนะในการนําผลวิจัยไปใช  

สามารถนําเอนไซมตรึงรูปบนวัสดุรองรับไปใชเปนตัวเรงปฏิกิริยาชีวภาพท่ีเก่ียวของกับสารท่ีมีหมูฟงกชัน              

เอสเทอรได 

ขอเสนอแนะในการวิจัยคร้ังตอไป 

           ควรศึกษาการประยุกตใชเอนไซมตรึงรูปบนวัสดุรองรับ ดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพในการใชเปนตัวเรง

ปฏิกิริยาชีวภาพในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันเพ่ือการผลิตไบโอดีเซล หรือเอสเทอริฟเคชันเพ่ือผลิตสารปรุงแตง

กลิ่นและรส และควรศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอคากิจกรรมของเอนไซมเพ่ิมเติม 
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