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บทคัดยอ  

          การวิจัยศึกษาน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาเทคนิคการตรึงเอนไซมไลเปสรวมท้ังศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม                 

ไลเปสตรึงรูปบนวัสดุรองรับพอลิเมอรดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ และศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอคากิจกรรมของ                   

เอนไซมไลเปส โดยแหลงท่ีมาของเอนไซมไลเปสท่ีใชในงานวิจัยน้ีไดแก Porcine pancreatic lipase หรือ PPL                      

ซึ่งเปนเอนไซมไลเปสท่ีสกัดมาจากตับออนหมู และวัสดุรองรับท่ีใชในการตรึงเอนไซมดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ                                   

ซึ่งไดแก ECR8806F, ECR1030M และ ECR1090M ซึ่งเปนวัสดุรองรบัท่ีเปนพอลิเมอรท่ีมีหมูฟงกชันและขนาดรูพรุน                            

ท่ีแตกตางกัน พบวาเอนไซมท่ีตรึงบนวัสดุรองรับ ECR8806F ใหคากิจกรรมของเอนไซมสูงท่ีสุดอยูท่ี 0.0795 ยูนิต                   

ตอกรัมวัสดุรองรับแหง และมีคาความจุโปรตีน 178.010 มิลลิกรัมโปรตีนตอกรัมวัสดุรองรับ เมื่อใชสารละลายโซเดียม

ฟอตเฟสบัฟเฟอร ความเขมขน 5 มิลลิโมลาร ท่ี pH 7 และคาความเขมขนของเอนไซม 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร                 

ในการตรึงเอนไซม การวิจัยศึกษาในครั้งน้ีจะเปนแนวทางในการพัฒนาตัวเรงปฏิกิริยาชีวภาพชนิดใหมซึ่งจะนําไปสูการ

ตอยอดเพ่ือนําเอนไซมตรึงรูปมาใชในการประยุกตใชในระดับอุตสาหกรรมซึ่งมีความคุมคาทางเศรษฐกิจมากข้ึน 

คําสําคัญ : เอนไซมไลเปส, 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 สาขาวิชากระบวนการอุตสาหกรรมเคมีและส่ิงแวดลอม (M-ICPE)  

  คณะวิทยาศาสตร พลังงานและส่ิงแวดลอม มจพ.วิทยาเขตระยอง 
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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 

 

ความสําคัญและท่ีมาของปญหาการวิจัย 

เอนไซมไลเปส (Triacylglycerol ester hydrolase, E.C. 3.1.1.3) เปนเอนไซมคารบอกซิลเทอเรส

(Carboxylesterases) ซึ่งเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของเอซิลกลีเซอรอล (Acylglycerols) สายโซยาวใหเปนกลีเซอรอล 

กรดไขมันอิสระ โมโนและไดเอซิลกลีเซอรอล เอนไซมไลเปสสามารถทํางานไดในรอยตอระหวางเฟสท่ีชอบนํ้า                       

และไมชอบนํ้า หรือท่ีเรียกกันวา Interfacial activation (Mendes et al., 2012) 

แหลงของเอนไซมไลเปส พบไดสิ่งมีชีวิตชนิดตาง ๆ ไดแก จุลินทรีย พืช และเน้ือเยื่อของสัตว โดยเอนไซม              

ไลเปสท่ีมีการใชอยางแพรหลายมากท่ีสุดในปฏิกิริยาการเปลี่ยนแปลงทางชีวภาพ ไดแก เอนไซมไลเปสจากตับออน 

(Porcine pancreatic lipase หรือ PPL) เน่ืองจากมีขอดี คือ ราคาถูกกวาเอนไซมไลเปสจากจุลินทรีย และสัตว                

ชนิดอ่ืน จึงทําใหเอนไซม PPL ไดรับความสนใจในการใชงานดานอุตสาหกรรมการผลิต และสามารถเขาถึงงาย                 

โดยมีการจําหนายในผูคาในตลาดตางประเทศ มีเสถียรภาพและความจําเพาะสูงสําหรับการเปลี่ยนแปลงทางชีวภาพ 

ปจจุบัน เอนไซม PPL ถูกประยุกตใชในอุตสาหกรรมการผลิตหลายประเภท เชน การสังเคราะหกลิ่นและรสชาต ิการ

ผลิตไบโอดีเซล การผลิตอิมัลซิไฟเออร การผลิตเครื่องสําอางและการผลิตยา เปนตน 

เน่ืองจากเอนไซมไลเปสสามารถทํางานไดเมื่อจับกับซับสเตรตท่ีเปนไขมันในสภาพของหยดนํ้ามัน                           

ผานกลไกการใชงานแบบ Interfacial activation จับกับซับสเตรตท่ีเปนไขมันซึ่งเปนสารไมมีข้ัวตรงพ้ืนผิวท่ีเปนรอยตอ

ระหวางนํ้ากับไขมัน จึงทําใหเอนไซมไลเปสเปนเอนไซมท่ีสามารถละลายในนํ้าไดดีและถูกตรึงบนวัสดุรองรับ                        

ท่ีมีลักษณะไมชอบนํ้า (Hydrophobic support) ได 

ในปจจุบันมีการใชวัสดุสนับสนุนชนิดใหมสําหรับการตรึงเอนไซมไลเปส เชน อนุภาคนาโน วัสดุท่ีมีรูพรุน               

ซิลิเกต ซิลิกา อะกาโรสท่ีเคลือบดวยหมูเอซิล สไตรีน และไดไวนิลเบนซิน เปนตน (Pascacio et al., 2016) 

ในงานวิจัยน้ีผูวิจัยจึงมุงเนนในการศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมไลเปสจากตับออนหมูตรึงรูปดวยวิธีการดูดซับ

ทางกายภาพบนวัสดุรองรับพอลิเมอรท่ีมีช่ือทางการคาวา ECR8806F, ECR1030M และ ECR1090M ซึ่งเปนวัสดุ

รองรับท่ีมีหมูฟงกชัน Octadecyl methacrylate, DVB/Methacrylate และ Macroporous styrene ซึ่งมีขนาด                  

รูพรุนท่ีแตกตางกัน รวมท้ังศึกษาปจจัยท่ีมีผลคากิจกรรมของเอนไซมตรึงรูป ซึ่งจะเปนแนวทางในการพัฒนาตัวเรง

ปฏิกิริยาชีวภาพชนิดใหมซึ่งจะนําไปสูการตอยอดเพ่ือนําเอนไซมตรึงรูปมาใชในการผลิตในระดับอุตสาหกรรม                                                                         

ตอไปในอนาคต 

 

วัตถุประสงคการวิจัย  

1. เพ่ือศึกษาเทคนิคการตรึงเอนไซมไลเปสดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ 

2. เพ่ือศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมไลเปสตรึงรูปบนวัสดุรองรับพอลิเมอรดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ 
3. เพ่ือศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอคากิจกรรมของเอนไซมไลเปส 
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สมมติฐานการวิจัย  

คา pH ของสารละลายโซเดียมฟอตเฟสบัฟเฟอร รวมท้ังคาความเขมขนของเอนไซมท่ีใชในการตรึงเอนไซม

สงผลตอการดูดซับเอนไซมบนวัสดุรองรับ และคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสตรึงรูปมีคาสูงกวาของเอนไซมไลเปสอิสระ  

 

วิธีดําเนินการวิจัย  

1. อุปกรณและสารเคม ี

               1.1 สารเคมี 

               - เอนไซมไลเปสจากตับออนหมู (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 ในการศึกษาไดแก  

ECR8806F, ECR1030M และ ECR1090M 

               - สารเคมี ท่ีใช ในการเตรียมสารละลายโซเดียมฟอตเฟสบัฟเฟอร  ไดแก  Disodium hydrogen 

orthophosphate anhydrous และ Sodium dihydrogen orthophosphate จากบริษัท Univar                                      

               - สารซับสเตรต ไดแก p-nitrophenol หรือ pNP จากบริษัท Sigma-Aldrich 

               - สารผลิตภัณฑตัวอยาง ไดแก p-nitrophenyl palmitate หรือ pNPP จากบริษัท Alfa aesa 

               1.2 เครื่องมือวิเคราะห 

               - เครื่อง วิ เคราะหการเปลี่ยนแปลง นํ้าหนักของสารโดยอาศัยคุณสมบัติทางความรอน  หรือ 

Thermogravimetry; TGA จากบริษัท TA Instruments 

               - เครื่อง วิเคราะหสารชนิดฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรด หรือ Fourier Transform Infrared 

Spectrophotometer; FTIR จากบริษัท PerkinElmer 

               - เครื่องวัดการดูดกลืนแสงชวง UV หรือ UV-Vis spectrophotometer จากบริษัท Thermo Scientific 

               - เครื่องวัดสารปริมาณนอย หรือ Nanodrop จากบริษัท Thermo Scientific 

2. การตรึงเอนไซมไลเปสบนวัสดุรองรับดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ 

            การตรึงเอนไซมไลเปสดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพดัดแปลงจากงานวิจัยของ Pascacio และคณะ (2016) 

ซึ่งมีวิธีการดําเนินการ ดังตอไปน้ี 

    2.1 การเตรียมเอนไซมไลเปส 

    - ปริมาณโปรตีนท่ีระบุในฉลากของ Commercial lipase เทากับ 15% 

    เตรียมสารละลายเอนไซมใหมีโปรตีน 2.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยช่ังเอนไซมนํ้าหนัก 16.67 กรัม 

ละลายในสารละลายโซเดียมฟอตเฟสบัฟเฟอร ความเขมขน 5 มิลลิโมลาร ท่ี pH 6, 7 และ 8 ตามลําดับ 

    ทําการปนเหว่ียงสารละลายท่ี 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เพ่ือแยกตะกอนออก และนําสวน

สารละลายดานบน (Supernatant) ไปใชสําหรับการตรึงเอนไซมตอไป  

    2.2 การเตรียมวัสดุรองรับ 

                การเตรียมวัสดุรองรับสําหรับการตรึงเอนไซม เพ่ือกําจัดอากาศและเติมรูพรุนของวัสดุรองรับดวยนํ้ากอน

การตรึงเอนไซม โดยนําวัสดุรองรับ 0.1 กรัม ใสลงใน Disposable chromatography columns (Bio-Rad) จากน้ัน
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เติมเมทานอล 0.5 มิลลิลิตร นําไปหมุนบนเครื่องหมุนหลอดทดลองชนิดตั้งโปรแกรมไดเปนเวลา 1 ช่ัวโมง เมื่อครบ

เวลาเติมนํ้ากลั่น 0.5 มิลลิลิตร และนําไปหมุนตอบนเครื่องหมุนหลอดทดลองชนิดตั้งโปรแกรมไดเปนเวลา 15 นาที 

เมื่อครบเวลาใหทําการลางดวยนํ้ากลั่น 5 มิลลิลิตร จํานวน 5 ครั้ง และทําการเก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส โดยเติมนํ้ากลั่น 

0.5 มิลลิลิตร เพ่ือหลีกเลี่ยงการขาดนํ้า  

    2.3 การตรึงเอนไซมไลเปสบนวัสดุรองรับ 

                นําสารละลายเอนไซม PPL ท่ีเตรียมไว ใสลงใน Disposable chromatography columns ท่ีมีวัสดุ

รองรับ 0.1 กรัม จากน้ันไปหมุนบนเครื่องหมุนหลอดทดลองชนิดตั้งโปรแกรมได เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เพ่ือทําใหเกิดการ

ดดูซับทางกายภาพของเอนไซมบนวัสดุรองรับ เมื่อครบเวลาทําการกรองเพ่ือแยกสารละลายออกและนําไปวัดปริมาณ

โปรตีนท่ีเหลือ และลางวัสดุรองรับท่ีตรึงเอนไซมแลวดวยนํ้ากลั่น 5 มิลลิลิตร จํานวน 5 ครั้ง และทําการเก็บ                        

ท่ี 4 องศาเซลเซียส เพ่ือนํามาวัดคากิจกรรมของเอนไซมตอไป 

    2.4 การวัดปริมาณโปรตีนท่ียึดเกาะ 

                วัดปริมาณโปรตีนในสารละลายเอนไซมกอนและหลังตรึงเอนไซมดวยเครื่อง Nanodrop ดวยวิธีโปรตีน

A280 โดยคํานวณเปนคาความจุโปรตีน (Loading capacity) และมีสูตรสมการดังตอไปน้ี 

คาความจุโปรตีน (มลิลิกรัมโปรตนีตอกรัมวัสดุรองรับ) = [(P0 – Pf) /Ws]  

โดยท่ี P0 = ปริมาณโปรตีนของสารละลายเอนไซมกอนการตรึงรูป (หนวย: มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

        Pf = ปริมาณโปรตีนของสารละลายเอนไซมหลังการตรึงรูป (หนวย: มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

        Ws = นํ้าหนักของวัสดุรองรับแหง (หนวย: กรัม) 

    2.5 การวัดคากิจกรรมของเอนไซมไลเปส 

                สารละลายซับสเตรต (Substrate solution) และสภาวะท่ีใชวัดคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสอิสระและ

เอนไซมไลเปสตรึงรูป 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  เมื่อไดสารละลายซับสเตรตแลวให นํา

สารละลายเอนไซม 50 ไมโครลิตรหรือวัสดุรองรับท่ีตรึงเอนไซมแลว 0.05 กรัม ผสมกับสารละลายซับสเตรต                      

2.5 มิลลิลิตร และบมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที โดยปฏิกิริยาจะเกิดข้ึนอยางสมบูรณในท่ีมืด                          

เมื่อครบเวลานําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 410 นาโนเมตร โดยเปนการตรวจสอบการเกิดข้ึนของ                                 

p-nitrophenol (pNP) เพ่ือหาคากิจกรรมของเอนไซมไลเปส  

                คากิจกรรมของเอนไซมไลเปสคํานวณไดจากปริมาณของเอนไซม PPL ท่ีสามารถยอยซับสเตรตซึ่งในท่ีน้ี

หมายถึง pNPP ใหเกิดเปน pNP 1 ไมโครโมลตอนาที ภายใตสภาวะการทดลอง มีหนวยเปนยูนิต และคากิจกรรม

จําเพาะของเอนไซมไลเปสคํานวณไดจากคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสตอปริมาตรเอนไซม 1 มิลลิลิตรตอปริมาณ

โปรตีนท้ังหมด 

    2.6 การวิเคราะหปริมาณการตรึงโปรตีนและความคงทนของการตรึงเอนไซม 

    - วิเคราะหปริมาณโปรตีนท่ีเหลือในสารละลายหลังการตรึงเอนไซมโซเดียมฟอตเฟสบัฟเฟอร pH 7                   

ความเขมขน 5 มิลลิโมลาร ปริมาตร 16 ไมโครลิตรผสมกับ Sample buffer pH 6.8 ปริมาตร 4 ไมโครลิตร ทําให

โปรตีนเสียสภาพโดยการใหความรอนท่ี 99 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ใสตัวอยางลงในแผนเจลโพลิอะคริลาไมด                  

ขนาด 9 x 6 เซนติเมตร รันดวย Running buffer โดยใชเครื่องแยกโปรตีนดวยกระแสไฟฟา ท่ีกระแสไฟฟา 125 โวลต 

เทียบกับโปรตีนมารคเกอร (Biohelix) ขนาด 10-175 กิโลดาลตัน 
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    - ทดสอบความคงทนของการตรึงเอนไซม นําวัสดุรองรับหลังการตรึงเอนไซม มาผสมกับ Running 

buffer แลวนําไปใสในเครื่องลางความถ่ีสูง เปนเวลา 10 นาที และนําสวนท่ีเปนสารละลายปริมาตร 16 ไมโครลิตรผสม

กับ Sample buffer pH 6.8 ปริมาณ 4 ไมโครลิตรทําใหโปรตีนเสียสภาพโดยการใหความรอนท่ี 99 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 10 นาที ใสตัวอยางลงในแผนเจลโพลิอะคริลาไมด ขนาด 9 x 6 เซนติเมตร รันดวย Running buffer                      

โดยใชเครื่องแยกโปรตีนดวยกระแสไฟฟา ท่ีกระแสไฟฟา 125 โวลต เทียบกับโปรตีนมาตรฐาน (Biohelix)                                 

ขนาด 10-175 กิโลดาลตัน 

    2.7 การวิเคราะหคุณสมบัติของเอนไซมไลเปสตรึงรูปบนวัสดุรองรับดวยเทคนิค Thermogravimetric 

analysis (TGA)            

                ช่ัง pan เปลาดวยเครื่อง TGA โดยเลือกโหมด tare เมื่อ tare เสร็จเรียบรอยนํา pan เปลามาช่ังดวยเรื่อง

ช่ังไฟฟา แลวกดตั้งคาใหเปนศูนยจากน้ันบรรจุเอนไซมไลเปสตรึงรูปบนวัสดุตวัรองรับหรือวัสดุรองรับท่ียังไมผานการ

ตรึงดวยเอนไซมประมาณ 5-10 กรัมและนํามาวิเคราะหดวยเครื่อง TGA โดยตั้งคาเครื่อง TGA ดังน้ี อุณหภูมิเริ่มตน 

25 องศาเซลเซียสอุณหภูมิสุดทาย 550 องศาเซลเซียส อัตราการเพ่ิมอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียสตอนาที                        

ภายใตบรรยากาศของแกสไนโตรเจน 

    2.8 การวิเคราะหคุณสมบัติของเอนไซมไลเปสตรึงรูปบนตัวรองรับดวยเทคนิค Fourier Transform 

Infrared Spectroscopy (FTIR) โดยใชโหมดการวิเคราะห Diffuse Reflectance 

               ทําการสแกน background โดยใช KBr บดใหเปนผงละเอียดดวยโกรงบดสารและนําไปใสแมพิมพของ 

background เพ่ือทําการสแกน background เมื่อสแกน background เสร็จแลวใหนําเอนไซมไลเปสตรึงรูปบนวัสดุ

รองรับหรือวัสดุรองรับท่ียังไมผานการตรึงรูปดวยเอนไซมมาบดผสมรวมกับ KBr ในอัตราสวน 1:10 โดยใหมี                        

การกระจายตัวอยางสม่ําเสมอ จากน้ันนําไปใสแมพิมพของตัวอยางไปวิเคราะหโดยตั้งคาชวงความยาวคลื่นท่ีใชวัดอยู

ในชวง 4000-400 cm-1 

 

สรุปผลการวิจัย  

           การตรึงเอนไซมไลเปสจากตับออนหมู (PPL) ดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพบนวัสดุรองรับพอลิเมอร                       

ท่ีมีหมูฟงกชันและขนาดรูพรุนท่ีแตกตางกัน พบวาคา pH ของสารละลายโซเดียมฟอตเฟสบัฟเฟอรท่ีใชในการตรึง

เอนไซมสงผลตอการดูดซับเอนไซมบนวัสดุรองรับ เมื่อเริ่มตนดวยปริมาณเอนไซมท่ีมีปริมาณโปรตีนเทากัน                       

(2.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ในสารละลายโซเดียมฟอตเฟสบัฟเฟอรความเขมขนเทากัน 5 มิลลิโมลาร ท่ี pH 6, 7 และ 

8 ตามลําดับ ไดผลดังแสดงในภาพท่ี 1 ซึ่งแสดงเปนคาความจุโปรตีน (Loading capacity) ในหนวยมิลลิกรัมโปรตีนตอ

กรัมวัสดุรองรับแหงคากิจกรรมของเอนไซมตรึงรูปโดยใหทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสสารซับสเตรต (pNPP) ใหกลายเปน

ผลิตภัณฑ (pNP) แสดงหนวยเปนยูนิตตอกรัมวัสดุรองรับแหง ดังแสดงในภาพท่ี 2 
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ภาพท่ี 1  คาความจุโปรตีนหลังการตรึงเอนไซมโดยใชความเขมขนของเอนไซม 2.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรและ

สารละลายโซเดียมฟอตเฟสบัฟเฟอร ความเขมขน 5 มิลลิโมลาร ท่ี pH 6,7 และ 8 ในการตรึงเอนไซม 

 
ภาพท่ี 2  คากิจกรรมของเอนไซมหลังการตรึงเอนไซมโดยใชความเขมขนของเอนไซม 2.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรและ

สารละลายโซเดียมฟอตเฟสบัฟเฟอร ความเขมขน 5 มิลลิโมลาร ท่ี pH 6,7 และ 8 ในการตรึงเอนไซม 

 

           จากภาพท่ี 2 เอนไซมไลเปสท่ีตรึงบนวัสดุรองรับ ECR8806F มีคากิจกรรมสูงท่ีสุด ดังน้ันจึงทดสอบเพ่ิมเติม

โดยเพ่ิมความเขมขนเอนไซมเริ่มตนท่ี 5 และ 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในการตรึงในสารละลายโซเดียมฟอตเฟส

บัฟเฟอรความเขมขน 5 มิลลิโมลาร ท่ี pH 7 คาความจุโปรตีนและคากิจกรรมเอนไซมตรึงรูป แสดงในภาพท่ี 3 และ 4 
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ภาพท่ี 3  คาความจุโปรตีนหลังการตรึงเอนไซมโดยใชความเขมขนของเอนไซม 2.5, 5.0 และ 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร

และสารละลายโซเดียมฟอตเฟสบัฟเฟอร ความเขมขน 5 มิลลิโมลาร ท่ี pH 7 ในการตรึงเอนไซม 

                  
ภาพท่ี 4  คากิจกรรมของเอนไซมหลังการตรึงเอนไซมโดยใชความเขมขนของเอนไซม 2.5, 5.0 และ 10 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตรและสารละลายโซเดียมฟอตเฟสบัฟเฟอร ความเขมขน 5 มิลลิโมลาร ท่ี pH 7 ในการตรึงเอนไซม 

 

ใชวิธี SDS-PAGE เพ่ือตรวจสอบปริมาณโปรตีนท่ีเหลือจากการตรึงเอนไซมและทดสอบความคงทนของ

เอนไซมท่ีถูกตรึงบนวัสดุรองรับท้ัง 3 ขนิด ไดผลแสดงในภาพท่ี 5 และ 6 ตามลําดับ เอนไซม (PPL) มีนํ้าหนักอยูท่ี                

50-52 กิโลดาลตัน 

 

 

 

 

 

50.108 40.469

76.036

113.646

78.739

171.416178.010

100.146

321.431

0

100

200

300

ECR8806F ECR1030M ECR1090M

คา
คว

าม
จุโ

ปร
ตีน

(มิ
ลล

ิกรั
มโ

ปร
ตีน

ตอ
กรั

มว
ัสดุ

รอ
งรั

บ)

ชนิดวัสดุรองรับ

2.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร

5.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร

10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร

409.107

25.597

298.984

444.83

52.463

399.364

794.684

193.586

520.706

0
100
200
300
400
500
600
700
800

ECR8806F ECR1030M ECR1090M

กิจ
กร

รม
เอ

นไ
ซม

หล
ังก

าร
ตรึ

ง

(ย
ูนิต

ตอ
กรั

มว
ัสดุ

รอ
งรั

บแ
หง

) 
x 

10
-4

ชนิดวัสดุรองรับ

2.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร

5.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร

10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร

ภาคบรรยาย 

707 

 



 
 

การประชุมวิชาการระดับชาติ วิทยาลัยนครราชสีมา ครั้งที่ 6 ประจําป พ.ศ.2562   “สังคมผูสูงวัย: โอกาสและความทาทายของอุดมศึกษา” 

 
ภาพท่ี 5 ผลการวิเคราะห SDS-PAGE ของสารละลายเอนไซมหลังการตรึงเอนไซมบนวัสดรุองรับ 

M คือ โปรตีนมาตรฐาน (Biohelix) ขนาด 10-175 กิโลดาลตัน 

1 ถึง 6 คือ สารละลายโปรตีนหลังการตรึงเอนไซมบนวัสดรุองรับโดยใชสารละลายโซเดียมฟอตเฟสบัฟเฟอร 

ความเขมขน 5 มิลลิโมลาร ท่ี pH 7 ในการตรึงเอนไซม 

1, 2 = ปริมาณโปรตีนหลังการตรงึกับ ECR8806 ท่ีความเขมขนโปรตีนเริ่มตน 5,10 มิลลิกรัมตอมิลลลิิตร 

3, 4 = ปริมาณโปรตีนหลังการตรงึกับ ECR030M ท่ีความเขมขนโปรตีนเริ่มตน 5,10 มิลลิกรัมตอมลิลลิิตร 

5, 6 = ปริมาณโปรตีนหลังการตรงึกับ ECR1090M ท่ีความเขมขนโปรตีนเริ่มตน 5,10 มิลลิกรัมตอมลิลลิิตร 

7 = สารละลายโปรตีนกอนการตรงึท่ีความเขมขนโปรตีน 10 มิลลิกรมัตอมิลลลิิตร 

 แสดงแถบของเอนไซม PPL 

 

                                    
ภาพท่ี 6 ผลการวิเคราะห SDS-PAGE ของวัสดุรองรับหลังการตรึงเอนไซม 

M คือ โปรตีนมาตรฐาน (Biohelix) ขนาด 10-175 กิโลดาลตัน 

1 = สารละลายโปรตีนกอนตรึงรปูท่ีความเขมขนโปรตีน 10 มิลลิกรัมตอมลิลลิิตร 

2 ถึง 7 คือ สารละลายโปรตีนหลังการตรึงเอนไซมบนวัสดรุองรับโดยใชสารละลายโซเดียมฟอตเฟสบัฟเฟอร 

ความเขมขน 5 มิลลิโมลาร ท่ี pH 7 ในการตรึงเอนไซม 

2, 3 = สารละลายจากการลาง ECR8806 ตรึงรูป ท่ีความเขมขนโปรตีนเริ่มตน 5,10 มิลลิกรัมตอมลิลลิิตร 

4, 5 = สารละลายจากการลาง ECR030M ตรึงรูป ท่ีความเขมขนโปรตีนเริ่มตน 5,10 มิลลิกรัมตอมลิลลิติร 

6, 7 = สารละลายจากการลาง ECR1090M ตรึงรูป ท่ีความเขมขนโปรตีนเริ่มตน 5,10 มิลลิกรมัตอมลิลลิิตร 

 แสดงแถบของเอนไซม PPL 

            

           ใชวิธี TGA และ FTIR เพ่ือทดสอบสมบัติทางกายภาพท่ีแตกตางกันของวัสดุรองรับ ECR8806F กอนและหลัง

การตรึงเอนไซมไดผลแสดงใน ภาพท่ี 7 และ 8 ตามลําดับ                    
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ภาพท่ี 7 ผลการวิเคราะหสมบัติทางความรอนของ ECR8806F (A) และ ECR8806F ท่ีผานการตรึงเอนไซม (B) 

 

                        
ภาพท่ี 8 ผลการวิเคราะห FTIR ของ ECR8806F (A) และ ECR8806F ท่ีผานการตรึงเอนไซม (B) 

 

อภิปรายผล 

          1. ผลของชนิดวัสดรุองรับและ pH ในการตรึงเอนไซมตอคาความจุโปรตีนตอคากิจกรรม 

          เมื่อทําการตรึงเอนไซมท่ีความเขมขนโปรตีนเริ่มตน 2.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรในสารละลายโซเดียมฟอตเฟส

บัฟเฟอรความเขมขน 5 มิลลิโมลารเทากัน และมี pH แตกตางกันพบวา ECR1090M มีคาความจุโปรตีนสูงท่ีสุด                    

ในทุก ๆ pH รองลงมาคือ ECR8806F และ ECR1030M มีคาความจุโปรตีนนอยท่ีสุดซึ่งยืนยันผลดวยวิธี SDS-PAGE                          

ดังภาพท่ี 5 ซึ่งมีแถบของโปรตีนท่ีมีนํ้าหนักเทากับ PPL เหลืออยู เมื่อวิเคราะหคากิจกรรมเอนไซมตรึงรูปพบวาเอนไซม

ท่ีตรึงรูปบน ECR8806F มีคากิจกรรมสูงสุดในทุก ๆ pH โดยสูงสุดท่ี pH 7  

         2. ผลของความเขมขนโปรตีนเริ่มตนตอคาความจุโปรตีนตอคากิจกรรม 

         เมื่อทําการตรึงเอนไซมท่ีความเขมขนเริ่มตน 2.5, 5.0 และ 10  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ท่ี pH 7 พบวา เมื่อเพ่ิม

ความเขมขนโปรตีนสงผลใหคาความจุโปรตีนและคากิจกรรมในวัสดุรองรับท้ัง 3 ชนิด ซึ่งโปรตีนท่ีติดอยูบนวัสดุรองรับ

น้ันถูกทดสอบความคงทนโดยนําไปลางดวยบัฟเฟอรดวยเครื่องลางความถ่ีสูง และนําสารละลายมาทดสอบโปรตีน                    

ท่ีหลุดออกดวยวิธี SDS-PAGE จากผลท่ีไดพบวา ECR8806F และ ECR1090M เปนวัสดุรองรับท่ีเหมาะสมดวยวิธีการ

ดูดซับทางกายภาพ เน่ืองมีคากิจกรรมสูงท่ีสุดและมีความคงทนสูง  

         3. การทดสอบคุณสมบัติทางความรอนของ ECR8806F และ ECR8806F ตรึงรูป 
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         จากการทดสอบสมบัติทางความรอนดวยเทคนิค TGA พบวา ECR8806F ท่ีไมผานการตรึงจะมีอุณหภูมิเริ่มตน

การสลายตัวทางความรอนท่ีประมาณ 233.14 องศาเซลเซียส สําหรับนํ้าหนักท่ีสูญเสียไปในชวงอุณหภูมิ                            

290 ถึง 400 องศาเซลเซียสเกิดจากการสลายตัวของ Octadecyl methacrylate คิดเปนนํ้าหนักท่ีสูญเสียไปรอยละ 

93.55 และ ECR8806F ตรึงรูปจะมีอุณหภูมิเริ่มตนการสลายตัวทางความรอนท่ีประมาณ 294.8 องศาเซลเซียส 

สําหรับนํ้าหนักท่ีสูญเสียไปในชวงอุณหภูมิ 230 ถึง 400 องศาเซลเซียสเกิดจากการสลายตัวของ Octadecyl 

methacrylate คิดเปนหนักหนักท่ีสูญเสียไปรอยละ 99.96 

         จากผล IR spectrum ของ ECR8806F ท่ีไมผานการตรึงจะมีพีคท่ีสูงกวา ECR8806F ตรึงรูป ท้ังน้ีเน่ืองจากหมู

ฟงกชันของวัสดุรองรับ ถูกโปรตีนบดบังจึงมีผลทําใหพีคของ ECR8806F ตรึงรูป ต่ํากวาพีคของ ECR8806F ท่ีไมผาน

การตรึงดวยเอนไซม 

 

ขอเสนอแนะ  

ขอเสนอแนะในการนําผลวิจัยไปใช  

สามารถนําเอนไซมตรึงรูปบนวัสดุรองรับไปใชเปนตัวเรงปฏิกิริยาชีวภาพท่ีเก่ียวของกับสารท่ีมีหมูฟงกชัน              

เอสเทอรได 

ขอเสนอแนะในการวิจัยคร้ังตอไป 

           ควรศึกษาการประยุกตใชเอนไซมตรึงรูปบนวัสดุรองรับ ดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพในการใชเปนตัวเรง

ปฏิกิริยาชีวภาพในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันเพ่ือการผลิตไบโอดีเซล หรือเอสเทอริฟเคชันเพ่ือผลิตสารปรุงแตง

กลิ่นและรส และควรศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอคากิจกรรมของเอนไซมเพ่ิมเติม 
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