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บทที่ 1 
บทนํา 

 
1.1 บทนําและมูลเหตุจูงใจ 
 เอนไซม เปนตัวเรงปฏิกิริยาทางชีวภาพ (biocatalyst) ที่มีศักยภาพในการทําใหอัตราเร็ว
ของปฏิกิริยาเพิ่มสูงขึ้นไดมากถึง 104 – 108 เทาของปฏิกิริยาเดิมที่ไมมีเอนไซมเปนตัวเรง [1]  
ในขณะที่ใชปริมาณเอนไซมเพียงเล็กนอย นอกจากนั้น คุณสมบัติที่โดดเดนอีกประการของ
เอนไซม นั่นคือ ความสามารถในการเรงปฏิกิริยาซ้ํากับสับสเทรต (substrate) ใหมได ดวยเหตุนี้เอง
จึงไดมกีารนําเอนไซมชนิดตาง ๆ ไปใชในอุตสาหกรรมที่หลากหลาย โดยเฉพาะ อุตสาหกรรมดาน
เภสัชกรรม และ อุตสาหกรรมอาหาร อยางไรก็ดี การใชเอนไซมอิสระ (free enzyme) มีขอจํากัด
หลายประการ อาทิ ความเสถียร และความยุงยากในการแยกเอนไซมอิสระออกจากสารละลายของ
สับสเทรตและผลผลิต ดวยขอจํากัดดังกลาว การนําเทคโนโลยีของเอนไซมตรึงรูปมาใชจะเปน
ทางออกที่นําไปสูการแกปญหา อีกทั้งยังมีโอกาสเพิ่มแอคติวิตี และสามารถใชในกระบวนการผลิต
แบบตอเนื่องได (continuous process) 
 วิวัฒนาการเรื่องการศึกษาเอนไซมตรึงรูปเกิดขึ้นเปนลําดับ ไดมีผูศึกษาวิจัยนําเสนอตัว
รองรับ (support) ชนิดใหม ๆ มาใชในการตรึงเอนไซม ดวยวิธีการตรึงที่แตกตางกันออกไป 
สําหรับงานวิจัยนี้ ไดเสนอวัสดุรูพรุน (porous material) ชนิดหนึ่ง คือ Resorcinol Formaldehyde 
gels และ carbon gels (RF gels และ RF carbon gels) RF carbon gels เปนวัสดุระดับนาโนเมตรที่มี
คุณสมบัติเดนในหลาย ๆ ดาน คือเปนวัสดุโพรงที่มีความพรุนสูงมากกวา 80% มพีื้นที่ผิวจําเพาะสูง
อยูในชวง 400 – 1200 m2/g และมีปริมาตรของรูพรุนระดับเมโซพอร (mesopore volume) สูง [2]  
ยิ่งไปกวานั้น การที่ RF carbon gels สามารถสังเคราะหไดหลากหลายวิธี ซ่ึงทําใหได RF carbon 
gels ที่มีคุณสมบัติความเปนรูพรุน และลักษณะพื้นผิวที่แตกตางกัน อันจะนําไปสูการเลือก RF 
carbon gels ที่มีความเหมาะสมในการนําไปประยุกตใชตรงึเอนไซมแตละชนิด 
 งานวิจัยนี้มีความสนใจในการนํา RF gels และ RF carbon gels ที่มีลักษณะแตกตางกันสอง
ชนิด มาใชเปนวัสดุในการตรึงเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส (Alkaline protease) และเอนไซมไล
เปส (Lipase) โดยเอนไซมทั้งสองชนิดนี้ มีความสําคัญและใชกันอยางแพรหลายในอุตสาหกรรม
อาหาร   อุตสาหกรรมดานเภสัชกรรม และอุตสาหกรรมดานอื่น ๆ เอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส 
และเอนไซมไลเปส มีความแตกตางกันในแงระบบของการเรงปฏิกิริยา กลาวคือ เอนไซมแอล
คาไลนโปรติเอส จะใชเรงปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส (Hydrolysis) ของโปรตีน ซ่ึงมีน้ําเปนตัวทําละลาย 
(aqueous system) ในขณะที่ เอนไซมไลเปสใชเรงปฏิกิริยาเอสเทอรริฟเคช่ัน (Esterification) ของ
แอลกอฮอล และกรดอินทรีย ซ่ึงมีสารอินทรียเปนตัวทําละลาย (non-aqueous system) 
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 นอกจากนั้น งานวิจัยนี้ยังมีความสนใจศึกษาวิธีการตรึงเอนไซมที่แตกตางกันสองวิธี คือ 
วิธีดูดซับทางกายภาพ (physical adsorption) และวิธีหอหุมในโพรงเจล (gel entrapment) ซ่ึง
สอดคลองกับกระบวนการเตรียมวัสดุ RF ที่ผานกระบวนการโซล-เจล โพลีคอนเดนเซชัน (sol-gel 
polycondensation) ไดเปน RF gels และการเผา RF gels ใหเปน RF carbon gels ที่มีรูพรุนสูง 
 
1.2 วัตถุประสงค 
 1.  เพื่อศึกษาผลของการเตรียม    RF gel  และ  RF carbon gels ที่มีตอสมบัติความเปนรูพรุน

ของ RF gel และ RF carbon gels ที่เตรียมได 
 2. เพื่อศึกษาผลของวิธีการตรึงเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส และเอนไซมไลเปสบน RF gel 

และRF carbon gels 
 

1.3 ขอบเขตงานวจัิย 
1. เตรียม RF gel และ RF carbon gels ดวย 2 วิธีที่แตกตางกัน คือ วิธีที่ใช และไมใชสารลด

แรงตึงผิวชนิดแคทอิออนิก 
2. ศึกษาสมบัติความเปนรูพรุนของ RF gel และ RF carbon gels ที่เตรียมได 
3. ตรึงเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส และเอนไซมไลเปสบน RF gel และ RF carbon gels 

โดยวิธีดูดซับทางกายภาพ (physical adsorption) และวิธีหอหุมในโพรงเจล (Gel 
entrapment) 

4. ศึกษาเปอรเซ็นตการเกาะติดของเอนไซม อัตราการเกิดปฏิกิริยา และเสถียรภาพของ
เอนไซมตรึงที่มี RF gel  และ RF carbon gels เปนตัวรองรับ เปรียบเทียบกับเอนไซมอิสระ 

 
1.4 ประโยชนท่ีคาดวาไดรับ 

1. ทราบความเปนไปไดในการนํา RF gels และ RF carbon gels ไปประยุกตใชในการตรึง 
เอนไซม แอลคาไลนโปรติเอส และเอนไซมไลเปส 

2. เปนแนวทางในการศึกษาและประยุกตใช RF gels และ RF carbon gels กับตัวเรงปฏิกิริยา
ทางชีวภาพชนิดอื่นๆตอไป 
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บทที่ 2 
ทฤษฎีที่เกี่ยวของ 

 
2.1 รีโซซินอล ฟอรมาลดีไฮดเจล และคารบอนเจล 
 
 รีโซซินอล ฟอรมาลดีไฮดเจล และคารบอนเจล (Resorcinol Formaldehyde gels and 
carbon gels) หรือ อารเอฟเจล และคารบอนเจล (RF gels and carbon gels) เปนวสัดุรูพรุนที่จัดอยู
ในตระกูลฟนอลิกเรซิน (phenolic resin) ที่มีสมบัติความเปนรูพรุนทีโ่ดดเดนในหลายๆ ดาน ทั้งทีม่ี
ความพรุนสูง (>80%) มีพื้นที่ผิวสูง (400-900 m2/g) รวมถึงปริมาตรของรูพรุนสูง (1-3 cm3/g) [2] จึง
ทําใหวัสดุชนดินี้ไดรับความสนใจศึกษาวิจัยอยางแพรหลาย 
 Pekala เปนผูแรกที่ประสบความสําเร็จในการสังเคราะหคารบอนแอโรเจลขึ้นในป ค.ศ. 
1989 โดยสังเคราะหปฏิกิริยาโซล-เจล พอลิคอนเดนเซชัน (sol-gel polycondensation) ของ             
รีโซซินอล (resorcinol; 1,3-dihydroxybenzene) กับฟอรมาลดีไฮด (formaldehyde; HCHO) ลําดับ
ตอไป ทําใหแหงดวยสภาวะเหนือวิกฤต ิ (super critical drying) ดวยคารบอนไดออกไซด จะทําให
ได RF aerogels จากนัน้ทําการไพโรไลซิส (pyrolysis) RF aerogels ที่ได ภายใตสภาวะบรรยากาศ
เฉื่อย จะทําใหได carbon aerogels [3] 
 กระบวนการโซล-เจล (sol-gel process) คนพบโดย Belmen เปนกระบวนการสรางชั้นฟลม
บางโดยโซล (Sol) เกิดจากอนุภาคของแข็งกระจายตัวอยูในตัวกลางที่เปนของเหลว และเมื่ออนภุาค
โซลเริ่มเกิดการรวมตัวกนัก็จะทําใหอนุภาคมีขนาดใหญขึ้นเรื่อย ๆ จนสามารถมองเห็นไดดวยตา
เปลา ขณะทีเ่กิดการรวมตวั ส่ิงที่เราเหน็ไดนัน้คือเจล (gel) โดยอนุภาคของโซลมีขนาดตั้งแต       
10-5-102 นาโนเมตร [4] กระบวนการโซล-เจลนี้มีศักยภาพในการสังเคราะหวัสดุรูพรุนที่มีลักษณะ
การกอตัวของรูปรางแตกตางกัน ทั้งแบบกอนเดีย่ว (monolith) แบบฟลม (film) แบบอนุภาคทรง
กลม (microsphere) แบบเสนใย (fiber) และแบบอื่น ๆ ซ่ึงกระบวนการโซล-เจลนี้ ยังมี
ความสามารถในการควบคุมโครงสรางของอนุภาคและ โครงสรางของรูพรุนโดยการปรับเงื่อนไข
บางประการ เชน ปริมาณสารตั้งตน เปนตน ดังนั้น กระบวนการโซล-เจล จึงเปนวิธีที่เหมาะสม 
สําหรับการออกแบบโครงสรางของวัสดุที่มีรูพรุน เพื่อใชประโยชนในงานดานตาง ๆ อยาง
หลากหลาย [5] 
 กระบวนการเตรียม อารเอฟเจล และคารบอนเจล จะเริ่มจากการเตรยีมสารละลายอารเอฟ
เร่ิมตน โดยมอัีตราสวนของสารตั้งตนตอตัวเรงปฏิกิริยา หรือตอตัวทาํละลายที่แตกตางกันออกไป
ตามแตละสูตร จากนัน้สารละลายอารเอฟเริ่มตนจะผานกระบวนการโซล-เจล พอลิคอนเดนเซชัน 
จนไดเปนอารเอฟไฮโดรเจล (RF hydrogels) ซ่ึงยังมีน้ําซึง่เปนตัวทําละลายอยูภายในโครงสราง น้ํา
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เหลานี้จะถูกแทนที่ดวยสารอินทรียโดยกระบวนการแลกเปลี่ยนตัวทาํละลาย (solvent exchange) 
จากนั้นอารเอฟเจลนี้จะถูกทาํใหแหงดวยกระบวนการตาง ๆ ซ่ึงแตละกระบวนการจะทําใหได     
อารเอฟเจลที่มีคุณสมบัติที่แตกตางกันไป ในขั้นตอนสุดทาย อารเอฟคารบอนเจล สามารถเตรียมได
โดยการเผาอารเอฟเจลภายใตบรรยากาศเฉือ่ย (Carbonization or Pyrolysis) กระบวนการเตรียมโดย
สรุปแสดงดังรูปที่ 2.1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

           รูปที่ 2.1 แผนภาพแสดงกระบวนการเตรียมอารเอฟเจล และคารบอนเจล  

 
ในแตละขั้นตอนของการเตรียมอารเอฟเจล และคารบอนเจลไดมีผูศึกษาวิจยัแปรคาตัวแปร

ตาง ๆ หรือวิธีการเตรียมที่แตกตางกันไป เพื่อใหไดอารเอฟเจลและคารบอนเจลที่มีสมบัติความเปน
รูพรุน และมีรูปสัณฐานที่มีความหลากหลายเพื่อการใชประโยชนที่ตรงตอความตองการมากยิ่งขึ้น 

 
2.1.1 กระบวนการสังเคราะหอารเอฟไฮโดรเจล 
อารเอฟไฮโดรเจล สามารถเตรียมไดโดยกระบวนการโซล-เจล พอลิคอนเดนเซชันของ     

รีโซซินอล (Resorcinol; 1,3-dihydroxybenzene; C6H4(OH)2; R) กับฟอรมาลดีไฮด (Formaldehyde; 
HCHO; F) โดยมีโซเดียมคารบอเนต (Sodium Carbonate; Na2CO3; C) เปนตัวเรงปฏิกิริยา และมีน้าํ 
(W) เปนตัวทาํละลาย [3] โดยกระบวนการโซล-เจล พอลิคอนเดนเซชันนั้น ประกอบดวยกลไก

Resorcinol (R) + Formaldehyde (F) 
+ Water (W) + Na2CO3 (C) 

Gel Formation and Aging 

Solvent Exchange 

Drying 

Carbonization or 

RF Carbon Gels 
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หลัก 2 ขั้น คือ ขั้นการเกิดรีโซซินอล แอนไอออน (resorcinol anions) เพื่อทําปฏิกิริยากบั
ฟอรมาลดีไฮด จนเกิดเปนไฮดรอกซีเมทิล (hydroxymethyl) ของรีโซซินอล และอีกขัน้ตอนหนึ่งคือ 
กระบวนการควบแนนของโมโนเมอร จนเกิดเปนคลัสเตอร (clusters) [6] โดยกลไกดังกลาวแสดง
ไดดังรูปที่ 2.2 

 

 
 
รูปที่ 2.2 กลไกการเกิดปฏิกิริยาโซล-เจล พอลิคอนเดนเซชันของรีโซซินอลกับฟอรมาลดีไฮด [21] 

 
ในขั้นตอนการเกิดพอลิคอนเดนเซชัน ปจจัยทีม่ีผลอยางมากตอจํานวนและขนาดของ     

อารเอฟคลัสเตอรเหลานี้ คือ อัตราสวนระหวางสารตั้งตนคือรีโซซินอล (R) กับตวัเรงปฏิกิริยาคอื
โซเดียมคารบอเนต (C) หรือ R/C และคาความเปนกรด-เบสของสารละลายอารเอฟเริ่มตน [5] 

เมื่อพิจารณาถงึปจจัยความเขมขนของตัวเรงปฏิกิริยา Yamamoto และคณะ [7] ไดทดลอง
ศึกษาผลของอัตราสวนระหวาง R กับ W (R/W) และอัตราสวนระหวาง R กับ C (R/C) ที่มีตออัตรา
การเกิดปฏิกิริยา และโครงสรางของอารเอฟไฮโดรเจลที่เตรียมได โดยใช  Dynamic light scattering 
และ  Static light scattering ทําการศกึษาในชวงการเปลี่ยนจากโซลเปนเจล หรือ โซล-เจล         
ทรานซิชัน (sol-gel transition) จากการศกึษาพบวาอัตราการเกิดปฏิกริิยาเพิ่มสูงขึ้น เมื่อ R/W มีคา
นอย และ R/C มีคามาก โดยขนาดเสนผานศูนยกลางของอนุภาคที่เวลา decay time มีแนวโนมใน
ทิศทางเดียวกนักับอัตราการเกิดปฏิกิริยา 

อัตราการเกิดปฏิกิริยาดังกลาวนั้นพิจารณาในขอบเขตของเวลาดีเดย กลาวคือ ที่เวลากอน
เวลาดีเคยนี้ อนุภาคคอลลอยดจะมีลักษณะเปนอนภุาคแบบบราวเนยีน (brownian particle) ในขณะ
ที่หลังเวลาดีเคยนี้ อนภุาคคอลลอยดจะสรางตัวกันเปนโครงสรางโครงขาย (network structure) และ
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สรางตัวเปนเจลที่สมบูรณ [7] ลักษณะการเกิดโครงสรางในชวงโซล-เจลทรานซิชัน แสดงไดดังรูป
ที่ 2.3 

 

 
 

รูปที่ 2.3 แสดงการสรางโครงสรางของเจลในชวงโซล-เจลทรานซิชัน [53] 

 
Tamon และ Ishizaka [2] ไดศึกษากระบวนการเกดิเจลและผลของ R/W และ R/C ที่มีตอ 

อารเอฟ แอโรเจล (RF aerogel) โดยใช (Small-angle X-ray Scattering; SAXS) พบวาขนาดของ
อนุภาคคอลลอยดจะมีคาเพิม่ขึ้นตามเวลา จนกระทั่งเกิดเจล อนภุาคคอลลอยดจะมีขนาดคงที่ 
กลาวคือ ไมมีการเจริญเติบโตของอนุภาคตอไปอีก เมื่อพิจารณาโครงสรางของ RF aerogel ภายหลัง
การทําใหแหงพบวา เมื่อ R/W มีคามาก รัศมีรูพรุนโดยเฉลี่ย (radius peak; rp) จะมีคาลดลง ในขณะ
ที่เมื่อ R/C มีคามาก รัศมีรูพรุนจะมีคาสูงขึ้น และเมื่อพิจารณาถึงปริมาตรรูพรุนโดยรวม (total 
volume; Vt) พบวา เมื่อ R/W ลดลง ปริมาตรรูพรุนจะมีคาเพิ่มขึ้น ปรากฏการณเหลานี้สามารถ
อธิบายไดโดยคําจํากัดความของรูพรุน โดยรูพรุนคือชองวางระหวางเจลที่เกิดจากการเชื่อมตอ
ระหวางกัน (interconnect) ของอนุภาค โดยชองวางเหลานี้ขึ้นกับปรมิาณน้ํากลั่น (W) ที่ใชเปนตัว
ละลาย และยงัขึ้นกับความเขมขนของตัวเรงปฏิกิริยา (C) จากการศกึษาเริ่มตน พบวา เมื่อความ
เขมขนของตัวเรงปฏิกิริยาเพิม่ขึ้น ขนาดของอนุภาคคอลลอยดจะมขีนาดเล็กลง ซ่ึงสงผลตอการ
สรางโครงสราง โครงขายที่ทําใหอยูกันหนาแนนขึ้น ขนาดของชองวางระหวางเจลจึงลดลง 

อีกปจจยัหนึ่งที่มีอิทธิพลตอโครงสรางของอารเอฟไฮโดรเจล นั้นคือ คาความเปนกรด-เบส 
(พีเอช; pH) ของสารละลายอารเอฟเริ่มตน โดยตวัเรงปฏิกิริยาโซเดียมคารบอเนต นอกจากจะมี    
บทบาทในการเรงปฏิกิริยาแลว ยังสงผลตอการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรด-เบส ของสารละลาย    
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อารเอฟอีกดวย โดยโซเดยีมคารบอเนตเปนตัวเรงปฏิกิริยาชนิดเบส ซ่ึงสงผลใหสารละลายอารเอฟมี
คาพีเอชสูงขึ้น [6] 

Job และคณะ [6] ไดศึกษาผลของการควบคุมคาพีเอชของสารละลายอารเอฟเริ่มตนที่มีตอ
โครงสรางของคารบอน เซโรเจล (carbon xerogels) โดยใชโซเดียมไฮดรอกไซด (sodium 
hydroxide; NaOH) ในการปรับคาพีเอชเริ่มตนในชวง พีเอช 5.45 ถึง 7.35 โดยพบวาเจลภายหลัง
การทําใหแหงโดยเครื่องระเหยแหงในระบบสุญญากาศ  (vacuum evaporation) ที่อุณหภูมิ 80 องศา
เซลเซียส เซโรเจลที่เตรียมจากสารละลายตั้งตนที่มีคาพีเอชต่ํา จะมีการหดตวัหรือยุบตัว (shrinkage) 
ของเซโรเจลประมาณ 20% ซ่ึงนอยกวาสารละลายตั้งตนที่มีคาพีเอชสูง ซ่ึงจะมีการยบุตัว 60% เมือ่
พิจารณาถึงสมบัติความเปนรูพรุนของอารเอฟ เซโรเจล พบวา ที่คาพีเอชเริ่มตนมคีาสูง อารเอฟ     
เซโรเจลจะมีพืน้ที่ผิว (surface area; Sbet) และขนาดเสนผานศูนยกลางของรูพรุน (dp) ลดลง ในขณะ
ที่ปริมาตรรูพรุนระดับไมโคร (micropore volume) มีคาสูงขึ้น และเมื่อทําการเผาใหเปนคารบอน 
(carbonization or pyrolysis) พบวาที่คาพเีอชเริ่มตนสูง คารบอน เซโรเจลจะมีพื้นที่ผิว ปริมาตร       
รูพรุน ปริมาตรรูพรุนระดบัไมโคร และขนาดรูพรุนมีคานอย โดยเฉพาะเมื่อคาพีเอชสูงมากกวา 
6.50 คารบอน เซโรเจลจะมีโครงสรางเขาใกล คารบอนที่ไมมีรูพรุน (non-porous carbon) 

การศึกษาของ Job และคณะ สอดคลองกบั Lin และ Ritter [5] ที่ใชกรดไนตริกเจือจาง 
(nitric acid; HNO3) โดยรายงานวา xerogels ที่เตรียมจากสารละลายเริ่มตนที่มีคาพีเอช 7-7.5 ไม
สามารถตรวจพบปริมาตรรูพรุนได Lin และ Ritter ไดอธิบายถึงโครงสรางรูพรุนของอารเอฟ
ไฮโดรเจลที่เตรียมจากสารละลายอารเอฟที่มีคาพีเอชสูง โครงสรางรูพรุนจะออน เมื่อนําอารเอฟ
ไฮโดรเจลไปทําใหแหงหรอืเผาที่อุณหภมูิสูง โครงสรางจะยุบตัวหรือเสียโครงสราง (collapse) ทํา
ใหเซโรเจลหรอืคารบอน เซโรเจล มีพื้นที่ผิว และปริมาตรรูพรุนนอยมากจนอาจหมดไป 

 
2.1.2 กระบวนการเตรียมอารเอฟเจล 
อารเอฟเจล (RF gels) เปนชื่อเรียกโดยรวม ๆ ของอารเอฟไฮโดรเจลที่ผานกระบวนการทํา

ใหแหง โดยอารเอฟเจลมีชื่อเรียกเฉพาะตามวิธีการทําใหแหงแตกตางกัน อารเอฟเจลที่ผานการทํา
ใหแหงดวยวิธีเหนือวิกฤต (supercritical drying method) จะเรียกวา อารเอฟ แอโรเจล (RF 
aerogels) อารเอฟเจลที่ผานการทําใหแหงดวยวิธีเย็นเยือก (Freeze drying method) จะเรียกวา อาร
เอฟไครโอเจล (RF cryogels) อารเอฟเจลที่ผานการทําใหแหงดวยวิธีใชลมรอน (Hot air drying 
method) จะเรียกวาอารเอฟ เซโรเจล (RF xerogels) และอารเอฟเจลที่ผานการทําใหแหงดวย
ไมโครเวฟ (Microwave drying method) สําหรับวิทยานิพนธฉบับนีจ้ะเรียกโดยใชช่ือ อารเอฟเจล 
(RF gels) เหตุผลที่มีผูทํางานวิจยัเกี่ยวกับกระบวนการทําใหแหงมาอยางตอเนื่อง เพราะ
กระบวนการระเหยน้ําแบบธรรมชาติ จะมีแรงคาปลารี่ (capillary force) ที่ผิวสัมผัสระหวาง
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ของเหลวและไอ (liquid-vapour interforce) อยูมาก ซ่ึงจะทําใหเกดิการหดตัวของโครงสรางมาก 
เมื่อนําไปเผาใหเปนคารบอนจะทําใหเกิดเปนวัสดุที่ไมมรูีพรุน 

 
2.1.2.1 กระบวนการทําใหแหงแบบเหนือวิกฤต (supercritical drying method) 
การทําใหแหงดวยวิธีนี้ถึงแมจะมีคาใชจายสูง แตสามารถกําจัดผลอันเนื่องมาจากความตึง

ผิวไดดวยข้ันตอนหลักๆ 4 ขั้นตอนคือ ขั้นแทนทีด่วยตวัทําละลาย (solvent replacement stage) ขั้น
การแทนที่ดวยกระบวนการแพร (diffusion replacement) ซ่ึงเปนขัน้การแพรของกาซ
คารบอนไดออกไซด เขามาแทนที่ตวัทําละลายภายในรพูรุนของเจล  ขั้นการผานสภาวะเหนือวกิฤติ 
(supercritical transition) เปนการใหความรอนเพื่อเพิ่มอุณหภูมิไปสูชวงอุณหภมูิของเหลวเหนือ
วิกฤต และขัน้การขยายตวัในสภาวะที่อุณหภูมิคงที่ (isothermal expansion)   ซ่ึงในทุกๆขั้นตอนจะ
เปนกระบวนการที่ดํานเนิไปชาๆเพื่อปองกันการแตกหักของโครงสรางเจล  เจลที่ผานกระบวนการ
ทําใหแหงแบบเหนือวิกฤตนี้จะเรยีกวา แอโรเจล (aerogels) [8] 

 
2.1.2.2 กระบวนการทําใหแหงแบบเย็นเยอืก (freeze drying method) 
การทําใหแหงวิธีนี้เปนการทําใหตวัทําละลายแข็งที่อุณหภูมิต่ํา แลวจึงแยกออกโดยกอนใช

วิธีนี้ ส่ิงที่สําคัญคือการแลกเปลี่ยนน้ําหรือตัวทําละลายภายในเจลดวยของเหลวอืน่ เชน ที-            
บิวทานอล (t-butanol) ซ่ึงมีการเปลี่ยนแปลงของความหนาแนนนอย ในระหวางการทําใหแข็ง ซ่ึง
จะชวยลดการยุบตัวภายหลังการทําใหแหง วิธีการดังกลาวนี้ คือ การแลกเปลี่ยนตัวทําละลาย 
(solvent exchange) [9] 

Tamon และคณะ [3] ไดศึกษาการเตรยีมคารบอนไครโอเจลโดยใชวธีิการทําใหแหงแบบ
เย็นเยือก เปรียบเทียบกับวธีิดั้งเดิม คือ การทําใหแหงแบบเหนือวิกฤต จากการศึกษาพบวา          
ไครโอเจลที่เตรียมไดมีไอโซเทอมของการดูดซับ (adsorption desorption isotherm) เปนรูปแบบที่ 4 
(IV type isotherm) เชนเดียวกับแอโรเจล แตปริมาณการดูดซับกาซไนโตรเจนบนไครโอเจลจะนอย
กวาแอโรเจล เมื่อพิจารณาการยุบตัวภายหลังการทําใหแหง พบวา ไครโอเจลมีการยุบตัวมากกวา  
แอโรเจลเล็กนอย สงผลไปถึงพื้นที่ผิวและปริมาตรรูพรุนของไครโอเจลที่มีนอยกวาแอโรเจล และ
เมื่อนําไครโอเจลไปเผาเปนคารบอนไครโอเจล พบวา ไอโซเทอมของการดูดซับของคารบอน           
ไครโอเจลในชวงคาความดนัสัมพัทธ (Relative pressure) มีคาต่ํานั้น สามารถดูดซับกาซไนโตรเจน
ไดสูงกวาคารบอนแอโรเจล นั่นหมายถึงคารบอนไครโอเจลมีรูพรุนระดับไมโครมากกวาแอโรเจล 
และคารบอนไครโอเจลที่เตรียมไดมีพืน้ที่ผิวมากกวา 800 m2/g และมีปริมาตรรูพรุนระดับเมโซ
มากกวา 0.55 cm3/g 

แมวาการทําใหแหงแบบเยน็เยือกนี้จะทําใหเกิดการยุบตัวมากกวาแบบเหนือวิกฤต แตวิธีนี้
เปนวิธีที่สะดวก และมีตนทนุที่ถูกกวาและยังสามารถคงรูปของรูพรุนระดับเมโซไวได [3] 
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2.1.2.3 กระบวนการทําใหแหงดวยวิธีอ่ืน 
นอกจากการทาํใหแหงดวยวธีิเหนือวกิฤต และวิธีเยน็เยือกแลว ยังมีวิธีที่มีความสะดวก 

และใชตนทุนต่ํากวา นั่นคอื การทําใหแหงโดยใชลมรอน (hot air drying) ภายในเตาอบที่เปน
บรรยากาศเฉื่อยอุณหภูม ิ 323 K นานมากกวา 48 ชัว่โมง และการทําใหแหงโดยใชคล่ืนไมโครเวฟ 
(microwave drying) อารเอฟเจลที่ไดจากทั้งสองวิธีนี ้ เมื่อเปรียบเทียบกับอารเอฟไครโอเจลแลว 
พบวามีความหนาแนนมากกวา ซ่ึงทําใหรูพรุนระดับเมโซมีขนาดเล็กกวา และมกีารยุบตัวของเจ
ลสูงกวา แตอารเอฟคารบอนเจลที่เตรียมโดยใชวิธีทั้งสองนี้ยังสามารถรักษาความเปนรูพรุนระดบั
เมโซไวได และยังเหมาะตอการนําไปใชในระดับอุตสาหกรรมตอไป [3] 

 
 2.1.3 กระบวนการเตรียมอารเอฟคารบอนเจล 
 อารเอฟคารบอนเจล สามารถเตรียมไดโดยการเผา อารเอฟเจลที่อุณหภูมิสูง ภายในเตาเผาที่
มีการไหลของกาซเฉื่อยตอการทําปฏิกิริยา (pyrolysis หรือ carbonization)  โดยในขณะที่ทําการเผา
จะมีการลดลงของน้ําหนัก (weight loss) ที่แตกตางกันในแตละชวงอณุหภูมิ โดยทีอุ่ณหภูมิในชวง 
25-80 องศาเซลเซียส ซ่ึงเปนขั้นการกําจดัพวกความชื้น จะมีการลดลงประมาณ 7% อุณหภูมิในชวง 
80-300 องศาเซลเซียส เปนขั้นการกําจดัพวกสารอินทรียบางประเภท มีการลดลงประมาณ 5% และ
อุณหภูมิในชวง 300-750 องศาเซลเซียส เปนขั้นการสรางโครงสรางคารบอน (carbonization) มีการ
ลดลงประมาณ 36% [5] เมื่ออุณหภูมิการเผามากกวา 800 องศาเซลเซียส จะเปนการเผาที่สมบูรณ 
เมื่อตรวจสอบโดยใชเครื่องอนิฟาเรดสเปรคโตรสโกป (IR spectroscopy) พบวาหมูฟงกชันที่เปน
กลุม OH CH2 C-O-C และอะโรเมติคจะหมดไป โดยเฉลี่ยแลวการลดลงของมวลหลังการเผาจะมี
คาประมาณ 35-45% [6] นอกจากการเปลี่ยนในเชิงมวลแลว การเผาอารเอฟเจลใหไดเปนอารเอฟ
คารบอนเจลนัน้ยังสงผลตอการเปลี่ยนแปลงสมบัติความเปนรูพรุนของอารเอฟเจลอีกดวย โดย    
อารเอฟคารบอนเจลที่เตรยีมไดจะมีพืน้ที่ผิวสูงขึ้น แตขนาดรูพรุนในระดบัเมโซ และแมคโครจะลดลง 
 

2.1.4 กระบวนการเตรียมอารเอฟเจลและคารบอนเจลดวยเทคนิคตาง ๆ 
 การเตรียมอารเอฟเจลและคารบอนเจล นอกเหนอืจากวิธีการเตรียมตามแบบแผนดังวิธี
ขางตนแลวนัน้ ยังมีงานวิจยัที่ไดศกึษาถึงการใชเทคนิคที่แตกตางกันออกไป อาทิ การใชสารลดแรง
ตึงผิว (surfactants) เขามาชวยในขั้นการกระจายตวั (dispersion) การเตรียมคารบอนเจลในรูปของ
โครงสรางรังผ้ึงระดับไมโคร (microhoneycombs) เปนตน ทั้งนี้ อาจมีวัตถุประสงคเพื่อเพิ่มความ
สะดวกหรือความรวดเร็วในกระบวนการเตรียม หรือเพือ่สรางอารเอฟเจล และคารบอนเจลที่มีรูป
สัณฐาน และสมบัติความเปนรูพรุนที่แตกตางกันออกไป สามารถออกแบบโครงสรางเพื่อการนําไป
ประยุกตในงานที่ตองการวัสดุที่มีโครงสรางเฉพาะแตกตางกันไปได 
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 Yamamoto และคณะ [10] ไดศึกษาการเตรียมคารบอนไครโอเจลที่มีลักษณะเปนทรงกลม
ระดับไมโคร (carbon cryogel microspheres) โดยใชสารลดแรงตึงผิวชนิดไมมีประจุ (nonionic) คือ 
สแปน 80 (SPAN 80) และใชไซโคลเฮกเซน (cyclohexane) เปนตัวทาํละลายในขั้นการกระจายตวั
เพื่อกอใหเกดิอินเวอรสอิมัลช่ัน (inverse emulsion) โดยภายหลังการกระจายตวัจะไดอนภุาค      
อารเอฟเจลที่กระจายทัว่ตวัทาํละลาย ลักษณะ รูปสัณฐาน พื้นผิว และภาคตดัขวาง ของคารบอน
ไครโอเจลที่เตรียมไดแสดงดงัรูป 3.4 ซ่ึงเห็นไดวาลักษณะของคารบอนไครโอเจลที่เตรียมไดมี
ลักษณะทรงกลมขนาดประมาณ 10-20 μm และมีพื้นผิวคอนขางเรียบ และเมื่อตรวจสอบสมบัติ
ความเปนรูพรุนของคารบอนไครโอเจลจะพบวาไอโซเทอมการดูดซบัเปนชนิดที ่ 4 คือมี            
องคประกอบของรูพรุนทั้งระดับไมโคร และระดับเมโซ โดยมีพื้นทีผิ่วสูงมากกวา 500 m2/g มี
ปริมาตรรูพรุนระดับเมโซมากกวา 0.90 cm3/g และมีปริมาตรรูพรุนระดับไมโครนอยกวา 0.24 
cm3/g โดยโครงสรางของคารบอนไครโอเจลที่เตรียมไดนี้มีลักษณะโครงสรางแบบสองชั้น (dual 
structure) คือมีรูพรุนระดับเมโซอยูภายใน และมรูีพรุนระดับไมโครอยูที่พื้นผิวของคารบอน      
ไครโอเจล 
 

      
 

 
 

รูปที่ 2.4 แสดงภาพถาย SEM ของคารบอนไครโอเจลไมโครสเฟยร ที่เตรียมโดย Yamamoto และคณะ 
               (a) ไมโครสเฟยร (b) พ้ืนผิว (c) ภาคตัดขวาง [54] 
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 จากความสําเรจ็ในการใชสารลดแรงตึงผิว ในการเตรยีมคารบอนไครโอเจล ไมโครสเฟยร
ของ Yamamoto และคณะ จึงมีผูทําการวจิัยโดยใชสารลดแรงตึงผิวชนิดอื่น ๆ Tonanon และคณะ 
[11] ไดศึกษาการใชสารลดแรงตึงผิวที่แตกตางกัน 3 ชนิด คือ สแปน 80 (SPAN 80) ไตรเมทิล 
สเตียริลแอมโมเนียมคลอไรด (trimethylstearylammonium chloride, C18) และ เอฟ็ซี 4430 (3M 
fluorad FC 4430) โดยในสวนของการใชสแปน 80 ไดคารบอนไครโอเจลที่โครงสรางสองชั้น
เชนเดยีวกับ Yamamoto และคณะ และพบวาความเขมขนของสแปน 80 มีผลตอสมบัติความเปนรู
พรุนของคารบอนไครโอเจลที่เตรียมได โดยพบวาที่ความเขมขนของสแปน 80 มคีานอย จะทําให
ไดคารบอนไครโอเจลไมโครสเฟยรที่มีปริมาตรรูพรุนระดับเมโซสูง และมีพื้นที่ผิวอยูในชวง 629-
699 m2/g ลักษณะพืน้ผิว และภาคตดัขวางของคารบอนไครโอเจลแสดงดังรูปที่ 2.5 
 

 

 
 

รูปที่ 2.5 แสดงภาพถาย SEM ของคารบอนไครโอเจลไมโครสเฟยรที่เตรียมโดย Tonanon และคณะ 
               (a) พ้ืนผิว และ (b) ภาคตัดขวาง [11] 

 
 เมื่อทําการศึกษาผลของความเขมขนของน้ํา ในขั้นการกระจายตัวที่ใชไตรเมทิลสเตียริล
แอมโมเนียมคลอไรด เปนสารลดแรงตึงผิวชนิดแคทไอออนิกในน้ํา และไซโคลเฮกเซน พบวา
สัดสวนปริมาณของน้ํามีอิทธิพลตอพื้นที่ผิว และปริมาตรรูพรุนระดับเมโซ และเมื่อเปรียบเทียบ
ขนาด รูพรุนระดับเมโซกับคารบอนไครโอเจลที่เตรียมโดยใชสแปน 80 พบวามีขนาดใหญกวา และ
ยิ่งไปกวานั้นการเตรียมโดยใชน้ําเปนตัวทําละลาย ยังเปนวิธีที่ประหยัดและเปนมิตรกับส่ิงแวดลอม 
(environmental friendly) ลักษณะพื้นผิวของคารบอนไครโอเจลที่เตรียมโดยใชน้ําเปนตัวทําละลาย 
แสดงดังรูปที่ 2.6 
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รูปที่ 2.6 แสดงภาพถาย SEM พื้นผิวของคารบอนไครโอเจลที่ใชไตรเมทิลสเตียริลแอมโมเนียมคลอไรด  
              เปนสารลดแรงตึงผิว และน้ําเปนตัวทําละลาย [11] 

 
สารลดแรงตึงผิวชนิดสุดทายที ่Tonanon และคณะ ศึกษาคือ เอ็ฟซี 4430 ซ่ึงเปนสารลดแรง

ตึงผิวพวกฟลูโอริเนเต็ด (fluorinated) โดยพบวาโครงสรางของคารบอนไครโอเจลที่เตรียมไดมี
ความแตกตางไปจากสารลดแรงตึงผิวทั้งสองชนิดแรก โดยโครงสรางจะมีลักษณะคลายฟองน้ําซึ่ง
ประกอบไปดวยโครงสรางรูพรุนระดับเมโซ ลักษณะพืน้ผิวของคารบอนไครโอเจลดังกลาว แสดง
ดังรูปที่ 2.7 

 

 
 
รูปที่ 2.7 แสดงภาพถาย SEM พ้ืนผิวของคารบอนไครโอเจลที่ใชเอ็ฟซี 4430 เปนสารลดแรงตึงผิว [11] 

 
Nishihara และคณะ [12] ประสบความสําเร็จในการเตรียมคารบอนไครโอเจลที่มี

โครงสรางเปนไมโครฮันนคีอมบ (microhoneycombs) ในขั้นของการทําใหแหงดวยวิธีเย็นเยือก 
โดยโครงสรางที่ไดเปนโครงสรางรังผ้ึงขนาดรูพรุนอยูในระดับแมคโคร โดยผนังซึ่งประกอบขึ้น
ดวยอนุภาคระดับนาโนที่มีความแข็งแรงทนทานตอการบดหรือตัด 
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รูปที่ 2.8 แสดงภาพถาย SEM ของภาคตัดขวางของคารบอนไครโอเจลไมโครฮันนีคอมบ [12] 

 
2.1.5 การนําอารเอฟเจลและคารบอนเจลไปประยุกตใช 
ดวยคุณสมบัตคิวามเปนรูพรุนที่โดดเดนของอารเอฟเจลและคารบอนเจล ไมวาจะเปนใน

แงของความพรุนของพื้นที่ผิวและปริมาตรรูพรุนที่มีคาสูง ความสามารถในการเก็บประจุไฟฟา 
ความทนทานตอความรอน และยิ่งไปกวานั้น อารเอฟเจลและคารบอนเจลยังสามารถเตรียมไดหลาย
วิธี จนไดโครงสรางที่มีความแตกตางกันทั้งรูปสัณฐาน พื้นผิว และความเปนรูพรุน จึงมีการนํา    
อารเอฟเจลและคารบอนเจลไปประยกุตใชในงานตาง ๆ อาทิ เปนวัสดุที่ใชบรรจุในคอลัมน    
ไฮโดรโฟบิค โครมาโทกราฟฟ (hydrophobic chromatography) ใชเปนตัวรองรับตัวเรงปฏิกิริยา 
(catalytic supports) ใชเปนขั้วไฟฟา (electrode) สําหรับตัวเก็บประจุสองชั้น (electric double layer 
capacitors) รวมถึงการใชเปนตัวดดูซับ (adsorbents) สารอื่น ๆ เปนตน 

Mukai และคณะ [13] ศึกษาการตรึงกรดเฮเทอโรพอลิ (heteropoly acids) ซ่ึงเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
ในโครงสรางคารบอนเจล จากผลการศึกษาพบวาคารบอนเจลสามารถตรึงกรดประเภทนี้ได และยัง
สามารถเรงปฏิกิริยาสังเคราะหเมทิลเทอรเชียรีบิวทิลอีเทอร (methyl-tert-butyl ether) ได อีกทั้งยังมี
ความเสถียรตอการสกัดดวยน้ํารอนไดนานกวา 100 ชัว่โมง ซ่ึงดีกวาการตรึงในซโีอไลตชนิดวาย 
(Y-type zeolite) ที่มีผูทําการวิจัยมากอนหนานี้อีกดวย 

 
2.2 เอนไซมและการตรึงเอนไซม 
 

2.2.1 เอนไซม 
 เอนไซม (Enzyme) คือ ตัวเรงที่ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาที่เกิดในสิ่งมีชีวิต (biocatalyst) ทําให
อัตราเร็วของปฏิกิริยาเพิ่มสูงขึ้นไดถึง 104 – 108 เทาของปฏิกิริยาเดิมที่ไมมีเอนไซมเปนตัวเรง ใน
ปฏิกิริยาที่มีเอนไซมเปนตัวเรงนั้น สารที่เขาทําปฏิกิริยากัน (reactant) มีช่ือเรียกวาสับสเตรท 
(substrate) โดยสวนใหญแลว เอนไซมชนิดหนึ่ง ๆ จะสามารถเรงปฏิกิริยาที่มีสับสเตรทชนิดใด
ชนิดหนึ่งโดยเฉพาะเทานั้น นั่นคือ เอนไซมเปนตัวเรงที่มีความจําเพาะตอสับสเตรท 
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 ความสามารถในการทํางานของเอนไซม จะขึ้นอยูกับโครงรูป (conformation) ของโปรตีน
เพื่อแสดงใหเห็นถึงความสําคัญของโครงสรางของเอนไซมที่มีตอการทํางาน จะเห็นวาสายพอลิ 
เพปไทด (polypeptide chain) ของเอนไซมไมไดอยูในรูปเสนตรง แตจะอยูในรูปที่พันกัน (folding) 
มีผลทําใหหมูแขนงขาง R (side chain R group) ของกรดอะมิโนที่ทําหนาที่เรงปฏิกิริยา (active 
amino acid) ซ่ึงจะอยูหางกันมากถาสายพอลิเพปไทดไมเกิดการพันกันจนเปนกอนใหเขามาอยูใกล
กันเกิดเปนบริเวณแอคทีฟ (active site) ของเอนไซม บริเวณแอคทีฟของเอนไซมนี้จะมีกรดอะมิโน
ที่ทําหนาที่เปนบริเวณจับ (binding site) สําหรับสับสเตรต โคเอนไซม โคแฟกเตอร หรือสารที่มี
โครงสรางคลายกับสับสเตรต และจะมีกรดอะมิโนที่ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาการสรางหรือการแตก
ออกของพันธะ [1] 
 การเรงปฏิกิริยา (catalysis) หมายถึงการเปลี่ยนแปลงอัตราเร็วของปฏิกิริยาเคมีที่เกิดขึ้น
ภายใตการทํางานของสารที่เรียกวา ตัวเรงปฏิกิริยา (catalyst) ในการเรงปฏิกิริยา ตัวเรงจะเขารวมทํา
ปฏิกิริยาเกิดเปนปฏิกิริยาขั้นตอนมูลฐานตาง ๆ (elementary step) และในปฏิกิริยาขั้นตอนมูลฐาน
สุดทายจะใหตัวเรงที่ไมมีการเปลี่ยนแปลงทางเคมีกลับคืนมา ดังนั้น เมื่อเปรียบเทียบปฏิกิริยาขณะที่
ไมมีตัวเรง กับปฏิกิริยาที่มีตัวเรง จะพบวาปฏิกิริยาขณะที่มีตัวเรงจะมีการเปลี่ยนแปลงเกี่ยวกับ
จํานวนและชนิดของปฏิกิริยาขั้นตอนมูลฐานที่เกิด นอกจากนี้ตัวเรงจะไมทําใหคาสมดุลคงที่ของ
ปฏิกิริยาเปลี่ยนไป โดยตัวเรงเพียงแตไปทําใหอัตราเร็วคงที่ของปฏิกิริยาไปทางขวา (forward 
reaction) และของปฏิกิริยาทวนกลับ (reverse reaction) เพิ่มขึ้นในปริมาณที่เทา ๆ กันเทานั้น และ
เมื่อพิจารณาถึงการทํางานของเอนไซม จะเห็นวาเอนไซมก็คือตัวเรงของปฏิกิริยาเคมีตาง ๆ ที่เกิด
ในสิ่งที่มีชีวิตนั่นเอง [1] คุณสมบัติเหลานี้ไดแก 

1. เอนไซมในปริมาณนอย ๆ สามารถเรงปฏิกิริยาไดอยางมีประสิทธิภาพ 
2. เอนไซมจะไมเกิดการเปลี่ยนแปลงทางเคมี หลังจากทําหนาที่เรงปฏิกิริยาแลว 
3. เอนไซมไมสามารถเปลี่ยนแปลงคาผลตางของพลังงานอิสระ (free energy change, 

       ΔG) หรือคาสมดุลคงที่ (equilibrium constant, Keq) ของปฏิกิริยาได 
 
2.2.2 กระบวนการตรึงเอนไซม 
 กระบวนการตรึงเอนไซม (enzyme immobilization) เปนกระบวนการปรับปรุง
ความสามารถของเอนไซมประเภทหนึ่ง โดยการนําเอนไซมไปเกาะหรือยึดติดบนตัวรองรับ 
(supports) ดวยเทคนิคกระบวนการตาง ๆ ถึงแมเอนไซมอิสระ (free enzyme) จะมีขอดีหลาย
ประการ แตการนําเอนไซมมาใชในระดับอุตสาหกรรมมีขอจํากัด 
 หากจะพิจารณาถึงขีดจํากัดของการใชเอนไซมอิสระนั้นมีอยูมากมายหลายประการ 

1. เอนไซมอิสระไมเสถียร 
2. เอนไซมอิสระใชงานในลักษณะไมตอเนื่อง หรือใชคร้ังเดียว (batch) 
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3. เอนไซมอิสระ ใน in vitro ใชแบบ multi-enzymes system ไมได 
4. เอนไซมอิสระจําเปนตองทําใหบริสุทธิ์กอนใชงานเพื่อใหมีแอคทิวิตีสูง 
5. เอนไซมอิสระจะผสมปนลงไปในสารละลายของสับสเตรต และผลผลิตทําใหแยกออก 

ไมได และเนือ่งจากเอนไซมเปนโปรตีน จะปนเปอนในลักษณะสารปนเปอนโปรตีน (proteineous 
contaminants) โดยเฉพาะถาอยูในอาหารจะเกดิเปนตะกอนเมื่อถึงระดบัอุณหภูมิ พีเอชของโปรตีน
ชนิดนั้น แยกออกไดตองใชกรรมวิธีเพิ่มขึน้ กลาวคือ ผานหนวยแยกอกีครั้ง 

6. เอนไซมอิสระมีสภาวะทําปฏิกิริยา (reaction condition) จําเพาะ ฉะนัน้บางครั้งอาจไม 
เหมาะสมในกระบวนการแปรรูปอาหารบางกระบวนการ 

7. เอนไซมอิสระสวนใหญละลายน้ํา      ละลายในสารละลายได       ฉะนัน้จะนํามาใชใน 
ลักษณะตัวเรงปฏิกิริยาชนิดของแข็ง (solid catalyst) ไมได มีผลใหไมสามารถใชกับเครื่องปฏิกรณ
ประเภทตาง ๆ เชน ฟลูอิดไดซเบด (fluidized bed) และ แพ็คเบด (packed bed) ในระบบตอเนือ่ง 
(continuous) ได 

8. เอนไซมอิสระในอุตสาหกรรมมีตนทุนการใชงานสูงอันเนื่องมาจากการใชงานไดคร้ัง 
เดียว 

9. เอนไซมอิสระในเซลจุลินทรยี      (intracellular enzymes)      เมื่อนํามาใชงานตองผาน 
กระบวนการสกัด      และทําใหบริสุทธิ์กอน 

10. เอนไซมอิสระอาจกอพิษตอผูใช     ในลักษณะของการสูดหายใจ การสัมผัสในปริมาณ 
มาก 

ดวยขีดจํากัดเหลานี้จึงนําไปสูทางออกในการแกปญหาดวยการนําเทคโนโลยีของเอนไซม
ตรงึรูปมาใช [1] 

เอนไซมตรึงรูป หมายถึง เอนไซมที่ถูกกําหนดหรือทําใหอยูในขอบเขตที่จํากัดไว โดยที่
อาจมีโมเลกุลใหญขึ้นดวยการเชื่อมพันธะเคมี หรือไมมีพันธะเคมี ละลายน้ําไดยากขึ้น หรือไมได
เลย มีผลใหเอนไซมเปล่ียนจากสถานะตัวเรงปฏิกิริยาท่ีเปนของเหลวกลายเปนตัวเรงปฏิกิริยาที่เปน
ของแข็งขณะทําปฏิกิ ริยา  เทอมตาง  ๆ  ที่ใช เรียกเอนไซมดังกลาวไดแก  เอนไซมตรึงรูป 
(immobilized enzymes) เอนไซมที่ไมละลายน้ํา (water-insoluble enzymes) เอนไซมจับรูป (trapped 
หรือ entrapped enzyme) เอนไซมยึดรูป (fixed enzymes) และเอนไซมพยุงรูป (matrix-supported 
enzymes) โดยชื่อที่นาจะเหมาะสมและใชไดกวางกวาชื่ออ่ืน ๆ เนื่องจากไมไดระบุลักษณะให
จําเพาะทั้งสภาพและกรรมวิธีการเตรียม คือ เอนไซมตรึงรูป (immobilized enzymes) [1] 

วิวัฒนาการของเอนไซมตรึงรูปมีมานาน ตั้งแตป ค.ศ. 1916 Nelson และ Griffin แหง
มหาวิทยาลัยโคลัมเบีย ไดใชถานกัมมันต (active carbon) และ อะลูมินา (alumina) ดูดเอนไซม
เอาไว แลวนํามาใช พบวา เอนไซมยังมีกิจกรรม (activity) อยูบาง จนกระทั่งป ค.ศ. 1951 Camphell 
และคณะ ไดนําแอนติเจน (antigen) ตรึงไวบนเซลลูโลส (cellulose) โดยวิธีเชื่อมดวยพันธะ          
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โคเวเลนต (covalent bonding) แลวแยกแอนติบอดี้ (antibody) ออกมาไดสําเร็จ จึงทําใหการตรึงรูป
เอนไซมเปนที่นาสนใจอยางกวางขวาง และมีการศึกษาวิจัยเพื่อหาตัวรองรับและวิธีตรึงรูปที่
เหมาะสมมาอยางตอเนื่องจนปจจุบัน 

ประโยชนของเอนไซมตรึงรูป 
1. สามารถแยกเอนไซมตรึงรูปออกจากสิ่งแวดลอมที่มีปฏิกิริยาเกิดขึ้นไดงาย 
2. สามารถนําเอนไซมตรึงรูปกลับมาใชใหมไดอีก 
3. กระบวนการผลิตที่ใชเอนไซมตรึงรูป  สามารถนํามาทําในระบบตอเนือ่ง  (continuous 

system) ได 
4. เอนไซมบางชนิดหลังการตรงึรูปแลว     จะมีคุณสมบัติบางประการเปลีย่นแปลงไปใน 

ทางที่เปนประโยชนตอการนาํไปใชในอุตสาหกรรม เชน ความเสถยีรตอความรอน (thermal 
stability) การเก็บรักษา (storage) ความจําเพาะตอสารตั้งตน (substrate specificity) ความไวในการ
ตอบสนองตอตัวยับยั้ง (sensitivity of inhibitor) อุณหภมูิ และความเปนกรดดางทีม่ีความเหมาะสม
ตอการทํางานของเอนไซม เปนตน [14] 

5. มีโอกาสเพิ่มกจิกรรมของเอนไซมไดถาวิธีเหมาะสม 
6. ใชใหเหมาะสมกับเครื่องปฏิกรณ เอนไซมไดทั้งนี้ขึ้นกับรูปรางตัวรองรับ และลักษณะ      

สับสเตรต 
7. เอนไซมที่นํามาตรึงรูป         ไมตองทําใหบริสุทธิ์ก็สามารถทํางานไดดีเหมือนเอนไซม 

บริสุทธิ์ ทั้งนี้ขึ้นกับวิธีการตรึงรูป [1] 
อยางไรก็ตามในบางครั้งผลกระทบจากการเตรียมและการใชเอนไซมตรงึรูปอาจมีบางดังนี้ 

[1] 
กิจกรรมอาจจะถูกกระทบกระเทือน เนื่องจากการยึดโมเลกุลของเอนไซมกับตัวรองรับ  

มีผลใหโครงรูปสามมิติ (conformation) เปลี่ยนไป และอาจมีผลตอหมูเคมีที่อยูในบริเวณเรงดวย 
มีปญหาดานการถายเทมวล    (mass transfer)   กับสับสเตรตที่ไมเปนเนือ้เดียวกัน หรือ 

สับสเตรตมีลักษณะแขวนลอย (suspension) 
 

เมื่อพิจารณาถงึรูปของเอนไซมตรึงรูปอาจแบงไดดังนี ้
1. อนุภาค (particles) 
ตัวรองรับที่ใชจะเปนตัวกําหนดขนาดอนุภาค          เชน  ทราย ผงคารบอน สารดูดซับ แกว 

พรุน เปลือกไข ไคติน และสารพอลิเมอรที่ทําเปนแคปซูลเล็ก เปนตน ขนาดโดยทัว่ไปอยูระหวาง 
50-200 เมช มรูีปรางทรงกลม 

2. เยื่อ (membranes) หรือ ฟลม (film) หรือ แผน (plate) 
เยื่อของเอนไซมสามารถเตรียมได       โดยการใชตัวรองรับตรึงรูป       ใหอยูในลักษณะเยื่อ  
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สวนวิธีการตรงึรูปนั้นทําไดหลายแบบ เชน วิธีการเกาะกับตัวรองรับในลักษณะมีพนัธะเคมี ฟสิกส 
หรือไมมีพันธะเคมี และวิธีการหอหุมดวยเยื่อ เปนตน 

3. หลอด (tubes) 
การทําเอนไซมตรึงรูปแบบหลอด     มีผูทดลองศึกษากนับาง      แตไมแพรหลายเทาการทํา 

แบบเยื่อ สวนวิธีการตรึงรูปสามารถทําไดหลายวิธีเชนเดียวกับแบบอนุภาคและเยื่อ ตัวอยางตัว
รองรับที่เปนหลอด ไดแก หลอดไนลอน หลายพอลิอะมิโนสไตรีน (polyaminostyrene tube) และ
หลอดพอลีอะครีลอะไมด (polyacrylamide tube) 

4. เสนใย (fibers) 
การทําเอนไซมใหอยูในรูปเสนใย       ไดมีผูศึกษากับเอนไซมหลายชนิด        และมกัทําใน 

ลักษณะการหอหุมเอนไซมไวในเสนใยเซลลูโลสไตรอะซิเตต โดยมีขัน้ตอนการทําดังกลาวไดสรุป 
คือ ผสมสารละลายเอนไซมในกลีเซอรอลทีละหยดลงในสารละลายของเซลลูโลสอะซิเตตที่ละลาย
ในเมธีลีนคลอไรด กวนสารละลายนี้ชา ๆ จนกระทั่งเกดิเปนอีมัลช่ัน เมื่อแชในสารละลายอีมัลช่ัน
ลงในภาชนะสาํหรับตกตะกอนที่มีโทลูลีนพรอม ๆ กับคอย ๆ สาว (spin) จะไดเสนใย ทําเสนใยที่
ไดใหแหงโดยภาวะสุญญากาศเพื่อแยกตวัทําละลาย ตัวอยางเอนไซมที่ไดทดลองทาํโดยวิธีนี้ ไดแก 
อินเวอรเทส แลคเทส 

5. เยื่อกรองบางอัลตรา (ultrafiltration membranes) 
การใชเยื่อกรองบางอัลตรา       เปนตัวพยุงของเอนไซมนัน้    ไดนํามาใชศึกษาวจิัยกันอยาง 

แพรหลายถึงระดับผลิตเชิงพาณิชย และเยื่อดังกลาวก็สามารถนําไปใชในกระบวนการเอนไซมอยาง
ตอเนื่องไดด ี และอาจกลาวไดวาการใชเยื่อแบบนี้ไมตองอาศัยวิธีการตรึงรูปที่กลาวไวเลย 
นอกจากนี้ วธีิการใชเอนไซมแบบนี้สับสเตรตตองมีมวลโมเลกุลใหญ และผลผลิตมีมวลโมเลกุล
เล็กเทานั้น เพราะปฏิกิริยาเกดิขึ้นเฉพาะบนผิวเยื่อกรองบางอัลตรา 
 

2.2.2.1 วิธีการตรึงรูปเอนไซม 
  สามารถแบงได 4 วิธี ดังนี้ 
1. วิธีดูดซับบนตวัรองรับ (adsorption method) 
วิธีนี้เอนไซมจะถูกดูดซับอยูบนตัวรองรับที่เปนของแข็ง          โดยใชแรงตาง ๆ    เชน แรง 

จากพันธะอิออนิค พันธะไฮโดรเจน และแรงดึงดูดไฮโดรโฟบิค ความแข็งแรงของพันธะระหวาง
เอนไซมกับพืน้ผิวคอนขางออน จึงมีความออนไหว (sensible) ตอการเปลี่ยนแปลงของสภาวะ
โดยรอบ อาทิเชน คาพีเอช คาความแข็งแรงทางอิออนิค (ionic strength) และอุณหภูมิ [15] 

หากเมื่อพจิารณาถึงขอดีของวิธีนี้  การที่มีแรงเกาะกันระหวางตัวรองรับกับเอนไซมออน
นั้น จึงทําใหสามารถนําตัวรองรับมาใชซํ้าไดงาย เหมาะกับตัวรองรับราคาแพง อีกทัง้ยังเปนวิธีที่ไม
ซับซอน มีภาวะไมรุนแรง และใชไดกับเอนไซมทุกชนิด [1] 
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ปจจัยสําคัญทีม่ีผลตอการดูดซับนั้น    คือ    อัตราสวนระหวาง     พืน้ทีผิ่วของตัวรองรับกับ 
ปริมาตรของเอนไซม ขนาดของตัวรองรับ และอัตราสวนระหวางหมูไฮโดรฟลิกกับหมู         
ไฮโดรโฟบิค ตัวรองรับที่ใชกันมาก ไดแก อะลูมินา (alumina) ซิลิกาเจล (silica gel) คอลลาเจน 
(collagen) คาลิโอไนท (kalionite) แคลเซียมคารบอเนต คารบอน เซลลูโลส และไคติน [16] 

2. วิธีเชื่อมดวยพันธะโคเวเลนต (covalent linkage method) 
เปนวิธีการตรงึเอนไซมกับตวัรองรับที่ไมละลายน้ํา       ดวยพนัธะโคเวเลนต ซ่ึงเปนพนัธะ 

ที่เกิดจากอะตอมรวมกันโดยการถายเทอิเลคตรอนอยางสมบูรณและมกีารใชอิเลคตรอนรวมกันการ  
สรางพันธะโคเวเลนตไดนั้น ตองผานขั้นตอนของการสลายพันธะโคเวเลนตเดิม การสรางพันธะ 
โคเวเลนตเปนกระบวนการทีค่อนขางรุนแรง จึงทําใหมกีารเปลี่ยนแปลงโครงสรางของเอนไซม ซ่ึง
มีผลทําใหเอนไซมสูญเสียกิจกรรมได การตรึงดวยวิธีนี้เอนไซมไมหลุดออกจากตัวรองรับโดยงาย 
เนื่องจากมพีันธะยึดเหนีย่วอยางแข็งแรง ระหวางหมูฟงกชันของเอนไซม และหมูฟงกชันของตวั
รองรับ [17] 

ตัวรองรับที่ใชในวิธีนี้มีสองกลุมใหญ ๆ     คือ           ตัวรองรับที่สังเคราะหขึ้น   (synthetic  
support) ไดแก acrylamide-based polymer, maleic anhydride-based polymer, methacrylic acid-
based polymer, styrene-based polymer และ polypeptide อีกกลุมคือตัวรองรับที่ไดจากธรรมชาติ 
(natural support) ไดแก อะกาโรส เซลลูโลส เด็กซแทรน แกว และแปง แตเนื่องจากตัวรองรับจาก
ธรรมชาติ สามารถถูกปนเปอนจากเชื้อจุลินทรียไดงาย จงึไมนิยมนํามาใช [16] 

3. การเชื่อมขวาง (cross-linking method) 
เปนวิธีที่ใชการเชื่อมดวยพันธะโคเวเลนต       ระหวางโมเลกุลของเอนไซม โดยการใชสาร 

เคมีที่เปนไบ (bi-) หรือมัลติฟงกชันแนล (multi-functional) ทําใหเกิดโครงสรางเปนตาขายของ
เอนไซมที่ไมละลายน้ํา ซ่ึงไมตองอาศัยตัวกลาง (carrier) สารเคมีที่ใช ไดแก dimethyl adipidate, 
dimethyl suberimidate, aliphatic diamines และกลูตารัลดีไรด ซ่ึงเปนสารเคมีที่ใชมากที่สุด [16] 

วิธีนี้อาจใชรวมกับการตรึงเอนไซมวิธีอ่ืน ๆ เชน      การตรึงเอนไซมบนตัวรองรับของแข็ง 
และใชการเชื่อมขวาง จะชวยเพิ่มความเสถยีรของการตรึงรูป [15] 

ตัวอยางของวธีินี้   เชน การใช bisdiazobenzidine      เปนตัวเชื่อมขวางแบบ diazo coupling  
กับปาเปนที่มหีมูฟนอลิกของไทโรซีน หรือ หมูอิมิดาโซลของอีสติดีน หรือ หมูอะมิโนอิสระ แสดง
ดังรูปที่ 2.9 
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รูปที่ 2.9แสดงปฏิกิริยาระหวาง bisdiazobenzidine กับเอนไซม [1] 

 

4. วิธีหอหุม (entrapment or encapsulation method) 
เปนวิธีการตรงึเอนไซมไวในชองตาขายพอลิเมอรของตัวรองรับ    ที่เปนของแข็ง [16] 

เอนไซมกับพอลิเมอรไมมีการจับยึด หรือดูดยดึ หรือเกดิพันธะใด ๆ ดังนั้น การตรึงเอนไซม โดยวิธี
หอหุมเอนไซมไวภายในตวัรองรับ จะไดเอนไซมที่มสีมบัติเหมือนกับเอนไซมทีอ่ยูอยางอิสระใน
สารละลาย กิจกรรมของเอนไซมที่ตรึงรูปดวยวิธีนีจ้ะลดลงจากกิจกรรมของเอนไซมอิสระนอยกวา
กรณีที่ตรึงดวยวิธีการทางเคมี 

พอลิเมอรที่ใชในวิธีนี้ ไดแก คอลลาเจน (collagen),   อัลจีเนต (alginate),    คาราจีแนน 
(carrageenan), พอลิอะคริลาไมด (polyacrylamide) และ แปง [16] 

ตัวอยางการตรึงเอนไซมวิธีนี้ แสดงดังรูปที่ 2.10 ซ่ึงเปนการทํา polyacrylamide gel ที่มีชอง
ตาขายสําหรับหุมเอนไซม 

 

 
รูปที่ 2.10 แสดงการทํา polyacrylamide gel ที่มีชองตาขายสําหรับหุมเอนไซม [1] 
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เมื่อเปรียบเทียบวิธีตรึงรูปตามสมบัติของเอนไซมตรึงรูปดังตารางที่ 2.1 จะเหน็ไดวา วิธีดูด
ซับทางกายภาพถึงแมจะมแีรงเชื่อมพันธะออน แตเมื่อพิจารณาถึงขอดีนัน้มีหลายประการ ทั้งในแง
การเตรียมที่งาย กิจกรรมเอนไซมสูง ใชคาใชจายนอย ความจําเพาะตอสับสเตรทไมเปล่ียน อีกทั้งยัง

สามารถนําตัวรองรับกลับไปใชใหมไดอีกดวย 
สําหรับวิธีหอหุมเอนไซมนั้น เปนวิธีที่มีประสิทธิภาพ เอนไซมตรึงรูปมีความแข็งแรงของ

พันธะของตัวรองรับรอบเอนไซมสูง อีกทั้งยังเปนวิธีที่มีราคาถูก สามารถนําไปใชงานไดสูง แตมี
ขอเสียอยูบาง คือ วิธีการเตรียมคอนขางยุงยาก และไมสามารถนําตัวรองรับกลับมาใชไดอีกครั้ง 
 

วิธีเช่ือมกับตัวพยุง สมบัติ 
วิธีดูดซับทาง
กายภาพ 

วิธีเช่ือม
พันธะโคเว

เลนต 

วิธีเช่ือมขวาง วิธีหอหุม 

การเตรียม 
(Preparation) 

งาย ยาก ยาก ยาก 

กิจกรรม 
(Enzyme activity) 

สูง ตํ่า ปานกลาง ปานกลาง 

ความจําเพาะตอสับสเตรต 
(Substrate specificity) 

ไมเปลี่ยน เปลี่ยนได เปลี่ยนได ไมเปลี่ยน 

แรงเชื่อมพันธะ 
(Binding force) 

ออน แข็งแรง แข็งแรง แข็งแรง 

การนํากลับคืน 
(Regeneration) 

ได ไมได ไมได ไมได 

ความสามารถในการนําไปใช 
(Applicability) 

ไดตํ่า ไดปานกลาง ไดตํ่า ไดสูง 

คาใชจาย 
(Cost of immobilization) 

ถูก แพง ปานกลาง ถูก 

 
ตารางที่ 2.1 วิธีตรึงรูปและสมบัติของเอนไซมตรึงรูป [1] 

 
องคประกอบที่สําคัญสําหรับการตรึงเอนไซม ไดแก เอนไซม ตัวรองรับ และวิธีการที่ทํา

ใหเอนไซมดูดยึดกับตวัรองรับ หรืออยูภายในตวัรองรับ สารที่ใชเปนตัวรองรับ มคีวามสําคัญตอ 
กิจกรรม และความคงตัวของเอนไซม โดยท่ีไมมีวิธีการตรึงและตัวรองรับชนิดในทีส่ามารถใชตรึง
เอนไซมไดทกุชนิด [17] 
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 การเลือกตัวรองรับอยางรอบคอบ จะชวยปรับปรุงคาครึ่งชีวิตของระบบเอนไซมตรึงรูป 
รวมถึงสมรรถภาพของเอนไซมตรึงรูปไดอีกดวย [15] 
 ตัวรองรับที่ดีโดยทัว่ไปควรมีลักษณะจําเพาะ ดังตอไปนี ้

- มีพื้นที่ผิวมากเพื่อใชสําหรับการจับยึด 
- มีการซึมผานไดของสาร 
- ไมละลายน้ํา 
- เสถียรตอสารเคมี ความรอนและแรงกระทบ 
- มีรูปรางและขนาดที่พอเหมาะ 
- มีความตานทานตอการเจริญเติบโตของจุลินทรยี 
- นํากลับคืนมาใชใหมไดอีก 
ในการนําไปใชงานนั้นควรจะพิจารณาถึงสมบัติของตัวรองรับ ในสวนของพื้นที่ผิว รูปราง 

องคประกอบ และการดดัแปลง เปนตน 
2.2.2.2 ชนิดของตัวรองรับเอนไซม 
การแบงชนิดของตัวรองรับ สามารถแบงตามหลักเกณฑตาง ๆ ไดดังนี ้

1.    ลักษณะทางกายภาพของตัวรองรับ 
1.1 ตัวรองรับท่ีไมมีรูพรุน (non-porous support) 

เมื่อใชตัวรองรับที่ไมมีรูพรุนมาตรงึเอนไซม         ทําใหเอนไซมมีโอกาสถูกดูดยดึไวไดใน 
ขอบเขตที่จํากดัซึ่งเฉพาะผิวของตัวรองรับเทานั้น ทําใหมีพื้นที่ผิวทีใ่หเอนไซมเกาะหรือดูดยึดได
นอย [14] แนวทางในการลดปญหานี้ อาจเลือกใชวัสดทุี่เปนอนุภาค หรือ ไฟเบอรที่มีความละเอยีด
มาก แตปญหาที่จะตามมานัน้คือ ความยากในการแยกออกจากสารละลาย และยากในการจัดการใน
เครื่องปฏิกรณแบบตอเนื่อง เนื่องจากผลของความดันลดที่สูงมาก และขอจํากัดของอัตราการไหล
ของสารละลาย 

สําหรับประโยชนของตัวรองรับประเภทนี้คอื       การลดปญหาดานการแพรของสับสเตรท 
ดวยเพราะเอนไซมนั้นถูกตรงึอยูที่ผิวภายนอก และสัมผัสโดยตรงกับสิ่งแวดลอมโดยรอบ [15] 

1.2 ตัวรองรับท่ีมีรูพรุน (porous support) 
ตัวรองรับชนดินี้มีพื้นที่ผิวสําหรับใหเอนไซมเกาะ หรือดูดยดึมากขึ้นเมื่อเทียบในปริมาณ 1  

หนวยน้ําหนกักับตัวรองรับที่ไมมีรูพรุน [17] นอกจากจะมีพืน้ที่ผิวมากแลว การทีเ่อนไซมถูกตรึง
อยูที่พื้นผิวภายในนั้น จะชวยปองกนัเอนไซม จากสภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสมกับเอนไซมได 
นอกจากนั้น ถาขนาดรูพรุนนอยกวา 1000 Å ยังชวยปองกันเอนไซมจากจุลชีวัน (microbes) ไดอีก
ดวย 

ขอเสียของการใชตัวรองรับประเภทนี้ ในการตรึงเอนไซมนั้นคือ    พื้นที่ผิวสวนมากในการ 
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จับเอนไซมอยูภายในของโครงสรางรูพรุน การถายเทมวลของสับสเตรทเขาไปทําปฏิกิริยาจึงมี
ขอจํากัดมากกวา [15] 

1.3 ตัวรองรับท่ีมีโครงสรางเปนเจล (gel structure support) 
ตัวอยางของตวัรองรับพวกนี้ไดแก     คอลลาเจน (collagen)    แปง      ซิลิกาเจล (silica gel)       

อะคริลาไมด (acrylamide) และ เซลลูโลส (cellulose) โครงสรางเจลเหลานี้ ใชในการหอหุมหรือดกั
จับ (entrapment or encapsulation) เอนไซม หรือใชในระบบการตรึงแบบยึดดวยพันธะโคเวเลนต
หรือวิธีดูดซับ 

ขอดีของการหอหุมเอนไซม นั่นคือ ความสามารถในการจุเอนไซมที่ไมจําเปนตองใชพื้นที ่
ผิวที่มีความคงตัวมากในการจับ สําหรับขอเสียของการใชตัวรองรับประเภทนี้ ในการกักขังเอนไซม
นั้น คือ ขอจํากัดในการแพรผาน นั่นหมายถึงวิธีการตรึงเอนไซมประเภทนี้ เหมาะสําหรับสับสเตรท
ที่มีขนาดไมใหญจนเกินไป [15] 
 

ชนิดของตัวรองรับ ขอไดเปรียบ ขอเสียเปรียบ 
ตัวรองรับที่ไมมีรูพรุน - ปญหาในดานการแพรนอย -  มีพ้ืนที่ผิวนอย 

-  ความจุในการจับเอนไซมนอย 
-  ในกรณีที่เปนเม็ดละเอียดทําใหยาก
ตอการแยกออกและยากตอการ
นําไปใชในระบบตอเนื่อง เนื่องจาก
ทําใหความดันลดลง และจํากัด
อัตราการไหลของสารละลาย 

ตัวรองรับที่มีรูพรุน - มีพ้ืนที่ผิวมาก 
- มีความจุเอนไซมสูง 
- ชวยปองกันเอนไซมจาก
สิ่งแวดลอม 

-  มีการแพรของสารนอย 
-  พ้ืนที่สัมผัสกับสับสเตรตมีนอย 
-  ตนทุนสูงเมื่อใชตัวรองรับที่ควบคุม
ขนาดของรูพรุน 

 
ตารางที่ 2.2 แสดงขอไดเปรียบและขอเสียเปรียบของตัวรองรับที่ไมมีรูพรุนและมีรูพรุน [17] 

 
2. สมบัติทางเคมี 
2.1 ตัวรองรับท่ีเปนสารอินทรีย (organic support) 
สารอินทรียโดยทั่วไปจะมกีลุมฟงกชันจํานวนมาก ที่สามารถเกิดปฏิกิริยากับโมเลกุลของ

เอนไซมไดโดยงาย แตอยางไรก็ตามสารอินทรียมีขอเสียเนื่องจากสมบัติทางกายภาพ เชน ไมมี
ความคงทนตอแรงกระทบ ความรอน สารเคมี และจุลินทรีย ซ่ึงทําใหเอนไซมที่ตรึงดวยสาร
ประเภทนี้เกดิการสูญเสียความเสถียรไดงาย [18] 
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2.2 ตัวรองรับท่ีเปนสารอนนิทรีย (inorganic support) 
ตัวรองรับประเภทนี้มีความเหมาะสมหลายประการในการใชงานทางดานอุตสาหกรรม ซ่ึง

ไดแก มีความคงทนสูงตอแรงกระทบ ทนตอความรอน สารเคมี ไมถูกยอยสลายดวยจุลินทรีย งาย
ตอการรักษา มีอายุการใชงานนาน 

แตเนื่องจากผวิของสารอนินทรียที่ใชตรึงเอนไซมนั้นมกีลุมฟงกชันนอย และทําปฏิกิริยา
กับเอนไซมคอนขางชา จงึมักตองทําการกระตุนสารอนินทรียเหลานัน้ ใหเปนอนุพันธที่มีความ
วองไวตอการทําปฏิกิริยา [18] 

ตัวอยางของตวัรองรับแบงตามสมบัติทางเคมี แสดงดังตารางที่ 2.3 
 
Organic supports Inorganic supports 
Cellulose 
Agarose 
Collodion 
Starch 
Polyacrylamides 
Dextran 
Nylon 
Collagen 
Organic copolymer (maleic anhydride, 
ethylene) 
DEAE cellulose 

Kaolinite 
Colloidal silica 
Glass particles 
Controlled pore glass 
Alumina 
Controlled pore alumina 
Controlled pore titania 
Nickel oxide 
Controlled pore zirconia 
Hydroxyapatite 
Iron oxide 

 
ตารางที่ 2.3 การจัดประเภทของตัวรองรับโดยใชสมบัติทางเคมี [18] 

 
 ตัวรองรับที่ดตีองแสดงความสามารถในการรักษาเสถียรภาพ (stability) ของเอนไซมใหสูง
กวาเอนไซมอิสระ โดยถาจะพิจารณาถึงความเสถียรของเอนไซมนั้น สามารถแบงไดเปน 2 ประเภท 
[15] ดังนี ้

1. ความเสถียรตอการดําเนินปฏิกิริยา (operational stability) 
ความเสถียรตอการดําเนินปฏิกิริยา           เปนความเสถียร       ที่แสดงถึงความสามารถของ 

เอนไซมในการเรงปฏิกิริยาซํ้า หรือเรงปฏิกิริยาตอเนื่อง ซ่ึงการเพิ่มความเสถียรไมเพียงเฉพาะลด
ตนทุนของเอนไซมเทานั้น แตยังชวยลดตนทุนการผลิตลง ความเสถียรตอการดําเนนิปฏิกิริยานี้อาจ
แสดงในเทอมของคาครึ่งชีวิต ซ่ึงคือเวลาที่ใชในการดําเนินปฏิกิริยาทีท่ําใหสูญเสียกจิกรรมไป 50 
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เปอรเซ็นตของกิจกรรมเริ่มตน หรืออาจแสดงในเทอมของเปอรเซ็นตการลดลงของกิจกรรม 
(retention activity) เมื่อเทียบกับการเรงปฏิกิริยาในรอบแรก 

2. ความเสถียรตอการเก็บรักษา (storage stability) 
ความเสถียรตอการเก็บรักษา     เปนความเสถียรที่มีความสําคัญมาก    เมื่อเอนไซมที่เตรียม 

ไมไดถูกใชอยางตอเนื่อง มีระยะหยุดพกั โดยทัว่ไปเอนไซมที่ยังไมใชงานจะถูกเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียสหรือต่ํากวา หากเอนไซมมีความเสถียรในการเก็บรักษาสูง จะชวยลดตนทุนในการ
เตรียมเอนไซมได 
 เพื่อใหตวัรองรับแสดงศักยภาพไดสูงสุดนั้น นอกจากจะตองมีความสามารถในการรักษา
ความเสถียรใหกับเอนไซมแลวนั้น ยังตองมีความสามารถในการนําตัวรองรับกลับมาใชใหม เมื่อ
เอนไซมตรึงสูญเสียกิจกรรมเกินกวาจะยอมรับได วธีิการนําตัวรองรับกลับมาใชซํ้า (support 
regeneration) สามารถทําได โดยการกําจดัเอนไซมซ่ึงไมมีคุณสมบัติในการเรงปฏิกิริยาอีกออกจาก
ตัวรองรับ เชน การเติมรีเอเจนต (reagent) บางตัว เชน ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (hydrogen 
peroxides) และสารออกซิไดซิ่ง เอเจนต (oxiding agent) ลงไปใชในการดึงเอนไซมออกจากพืน้ผิว 
หรือทําการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรดเบสเพื่อใหเอนไซมหลุดออกจากตัวรองรับ (desorption) 
เปนตน 
 
2.2.3  การประยุกตใชเอนไซมตรึงรปู  
 เนื่องจากเอนไซมตรึงรูปมีสมบัติที่ตางไปจากเอนไซมเดมิหลายประการ จึงมีผูทดลองนํา
เอนไซมตรึงรูปเหลานี้ไปใชในหลายรูปแบบ แตโดยท่ัวไปจะนําไปใชในลักษณะตัวเรงปฏิกิริยา
ชนิดของแข็ง (solid catalyst) ที่มีความจําเพาะตอสับสเตรตสูง และปจจุบันนี้ก็ขยายวงการไปสูการ
ตรึงรูปเซลลจุลินทรียดวย[1] 
 เอนไซมตรึงรูปและเซลลจุลินทรียตรึงรูปถูกนําไปพัฒนาใชในหลายวงการ ไดแก 
กระบวนการเคมี (chemical processes) การวิเคราะห การรักษาทางการแพทย (medical treatment) 
และการแปรรูปอาหาร (food processing) เปนตน 

2.2.3.1 การใชในการวเิคราะห (analytical applications) 
ปจจุบันไดมีผูพยายามใชสมบัติพิเศษของเอนไซมตรึงรูป    สําหรับการวิเคราะหในหลายๆ           

รูปแบบ พอจะจําแนกไดดังตอไปนี ้
1  การพฒันาวิธีการวิเคราะหแบบอัตโนมตัิ       โดยการรวมระบบเอนไซมตรึงรูปกับ

เคร่ืองมือวิเคราะห รวมท้ังการพัฒนาอิเลคโทรดทางชีวเคมี (automated analysis and biochemical 
electrodes) 

วิธีการวิเคราะหที่เกีย่วของกบัเอนไซมตรึงรูปและเครื่องมือวิเคราะหนัน้ พบวา สามารถ
ใชไดอยางกวางขวางในวงการทางเคมีและการแพทยเชน การใชระบบเอนไซมตรึงรูปรวมกับ



 25 

เครื่องมือวัด อาทิเชน สเปคโตรโฟโตมิเตอร, ฟลูออโรมิเตอร, ไมโครคัลเลอรริมิเตอร เปนตน 
รวมทั้งเครื่องมือวิเคราะหเฉพาะทางเคมี และทางการแพทยหลายอยางดวย 

การใชอิเลคโทรดทางชีวเคมีนั้นมีความจาํเพาะทางชวีภาพมาก ไดมีการพัฒนาเพือ่ใชใน
การวัดสารเมตาโบไลทในรางกาย ในเลือด ปสสาวะ  

มีการใชเครื่องมือทางไฟฟาทํางานรวมกับเอนไซมอิเลคโทรด เพื่อวัดหรือตรวจสารชีวภาพ 
เรียกวา Biosensor หรือ Biodetector ซ่ึงประกอบดวย 3 สวน คือ สวนเอนไซมอิเลคโทรด หรือ     
ไบโอคะติลิตส  สวนทรานซดิวเซอร (transducers) เปนเครื่องมือทางไฟฟาเคมี ซ่ึงทําหนาที่เกีย่ว
โยงกับการรับสัญญาณทางเคมี กายภาพ ชีวภาพ จากปฏิกิริยาเอนไซม แลวเปลี่ยนเปน
สัญญาณไฟฟา และสวนหนวยแปลสัญญาณและบนัทกึและแสดงขอมูล (meter) เปนหนวยทีรั่บ
หนาที่แปลสญัญาณและขอมูลทางไฟฟาจากทรานซดิวเซอรเพื่อมาแปลง/ขยาย แลวนํามาเก็บและ
แสดงสูสวนบนัทึกขอมูล  

2  การวิเคราะหโครงสรางของพอลิเมอรชีวภาพ   (structural analysis of biopolymers) 
พอลิเมอรชีวภาพไดแก โปรตีน กรดนวิคลีอิค สืบเนื่องจากวิธีการศึกษาโครงสรางปฐมภูมิ

และองคประกอบของกรดอะมิโนของโปรตีน และกรดนิวคลีอิค ถามีการศึกษาโดยการใชการยอย
สลายดวยโปรติเอสและเอนไซมชนิดตาง ๆ อาทิเชน carboxypeptidase, leucine aminopeptidase, 
nuclease, phosphodiesterase หรือ phosphomonoesterase และจะพบปญหาดานการแยกสวนของ
โปรตีนเอนไซมออกไปจากระบบปฏิกิริยา จึงจําเปนตองอาศัยวิธีการของเอนไซมตรึงรูปมาใชแทน 
เนื่องจากแยกออกไดงาย เพยีงทําดวยการกรอง หรือการเซนตริฟวก  

2.2.3.2 การประยุกตสาํหรับกระบวนการแปรรูปอาหาร (applications    in     food  
processings) 

เอนไซมตรึงรูปถูกนําไปใชในกระบวนการแปรรูปอาหารหลากหลายประเภท 
1    การผลิตเนยแขง็ (production of cheese) 
เอนไซมเรนนนิ      เปนเอนไซมที่ใชในกระบวนการ        ทําใหนมแขง็ตัว    (milk-clotting  

enzyme) ซ่ึงเปนขั้นตอนทีสํ่าคัญในกระบวนการผลิตเนยแข็ง แตเนือ่งจากเอนไซมเรนนินมแีหลง
ผลิตจํากัดซึ่งเดิมผลิตไดจากกระเพาะลูกววัสวนที่ 4 จงึมีการนําเอนไซมคลายเรนนินจากจุลินทรีย
ดัดแปลงพนัธุกรรมมาใช เพื่อที่จะแกปญหาการขาดแคลนเรนนิน การตกตะกอนนมอยางตอเนือ่ง
โดยใชเอนไซมตรึงรูปจึงเปนเปาหมายหลกั การตกตะกอนนมประกอบดวย 2 ขั้นตอนใหญ คือ การ
ยอยสลายเคซนี และการเชือ่มตอระหวางไมเซล ดังนั้นถาในขั้นตอนแรกเกดิขึ้นไดโดยใชเอนไซม
ตรึงรูป การแยกเอนไซมออกจากผลิตภัณฑก็จะทําไดงาย 

ปจจุบัน อุตสาหกรรมเนยแข็งยังคงหาวธิีเพิ่มความเสถียรภาพของเอนไซมเรนนนิตรึงรูป 
และวิธีการออกแบบชนดิของเครื่องปฏิกรณเอนไซมตรึงรูป เพื่อที่จะแยกสวนของลิ่มนมออกจาก
ระบบปฏิกิริยาเอนไซม เพราะขั้นตอน 2 ขัน้ตอน มักจะเกิดในภาวะใกลกันมาก 
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2  สุรา (liquors) 
การหมักสุราอยางตอเนื่องโดยใชเอนไซมตรึงรูป ไดแก การผลิตเบียรโดยการยอยสลาย

แปงดวยเอนไซมอะไมเลสตรึงรูปจากจุลินทรียแทนการใชมอลท หรือการยอยสลายโปรตีน หรือ
พอลิเพปไทดโดยเอนไซมโปรติเอสตรึงรูป ปจจุบนัวิธีการดังกลาวกย็ังไมมีใชในอุตสาหกรรม 
เรียก malt adjunct, starch adjunct ซ่ึงจะมีรายละเอียดในตอนที่ 2 ตอไป 

3   การผลิตเบยีร (production of beer) 
การผลิตเบียร (brewing of beer) โดยเซลลยีสตตรึงรูป ทําไดโดยการบรรจุเซลลยีสตตรึงรูป

บนอิฐพรุน (porous bricks) ในทอพีวีซี ผานเวอรท (wort) หรือสารละลายที่พรอมที่จะหมกัดวย
เซลลยีสตประกอบดวยสารอาหารเลี้ยงยีสต เพื่อเปล่ียนเปนอัลกอฮอล เกิดเปนเบยีรหลังจากหมกั
ดวยยีสตตรึงรูป  

2.2.3.3 การประยุกตทางการแพทย (medical application) 
ปจจุบันมีการศึกษาเพื่อนําเอนไซมตรึงรูปมาใชในวงการแพทยเปนอยางมาก และมี

แนวโนมจะพฒันาขึ้นไปเรื่อย ๆ เชน การบําบัดดวยเอนไซม (enzyme therapy) โดยทั่วไปเมือ่
โปรตีน ไดแก เอนไซม ถูกนําเขารางกายคนหรือสัตวหลาย ๆ คร้ัง ซํ้า ๆ กันเพื่อรักษา (therapeutic 
purposes) หรือเพื่อ anaphylactic shock หรือเพื่อทดแทนการสูญเสียเอนไซมเนือ่งจากปฏิกิริยา 
antigen-antibody ดังนัน้การยืดเวลาเพื่อใหเอนไซมอยูในรางกายจะทําไดยากเพราะเอนไซมที่
รางกายรับเขาไปจะถูกสลายโดยเอนไซมยอยโปรตีนหลายชนิด ซ่ึงมผีลใหรางกายสูญเสียแอคติวติี
ของเอนไซมเหลานั้น เพื่อทีจ่ะลดปญหา ดงันั้นการบําบดัดวยเอนไซมตรึงรูปโดยวิธีของการผานเขา
เสนเลือด จึงมผูีสนใจทดลองศึกษา เชน การทําเอนไซมแคปซูลเล็ก (enzyme microcapsules) การใช
เอนไซมตรึงรูปในการสรางอวัยวะเทยีม เปนตน 

 
2.2.4 เอนไซมโปรตีเอส 
 โปรตีเอส (protease) เปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการไฮโดรไลสโปรตีน ซ่ึงผลิตไดจาก พืช 
สัตว และจุลชีพ โดยโปรตีเอสในระยะแรก ๆ นั้นผลิตไดจากพืชและสัตวเปนสวนใหญ โปรตีเอสที่
ผลิตไดจากพืช เชน โบรมีเลนจากสับปะรด ปาเปนทีผ่ลิตไดจากยางมะละกอ โปรตีเอสที่ไดจาก
สัตว เชน เรนนินจากกระเพาะลูกววั โปรตีเอสที่มีบทบาทสําคัญมากที่สุดคือโปรตีเอสที่ไดจาก    
จุลชีพ จุลชีพที่สามารถผลิตโปรตีเอสไดมีทั้งเชื้อราและแบคทีเรีย [19] 
 เอนไซมโปรตีเอสเปนเอนไซมที่มีบทบาทมากในอุตสาหกรรมหลาย ๆ ประเภท ซ่ึง
สามารถจําแนกประโยชนไดดังนี้ [20] 

1. การไฮโดรไลสโปรตีน   (protein hydrolysis)  มีจุดประสงคเพื่อใหไดโปรตีนที่มีขนาด 
เล็กลง สามารถนําไปใชประโยชนไดคุมคามากขึ้น 

1.1 การไฮโดรไลสโปรตีนจากกากถั่วเหลือง    หลังการไฮโดรไลสจะไดกรดอะมิโน 
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ออกมาเปนจํานวนมาก นําไปใชผสมในอาหารสําหรับลดความอวน เครื่องดื่ม เปนตน 
1.2 การหมักซอสถั่วเหลือง 
1.3 การไฮโดรไลสเจลาติน ผลิตผลจากการไฮโดรไลส     ใชผสมเครื่องดื่มคาลอรี่ต่ํา  

เครื่องสําอาง เปนตน 
1.4 เคซีน และโปรตีนจากหางนม    ชวยใหโปรตีนละลายน้ําไดมากขึ้น  สารละลายที่ 

ไดใสขึ้น และมีรสชาติดีขึ้น 
1.5 Meat protein recovery เชน ทําสารสกัดจากเนื้อติดกระดกู ซ่ึงคิดเปน 5% ของน้ํา 

หนักกระดกู ใชในอุตสาหกรรมอาหารกระปอง ซุป 
1.6 การหมักน้ําปลา ชวยลดระยะเวลาในการหมักน้ําปลา     ใหคุณคาทางโภชนาการ 

มากขึ้น ปองกนัการเกดิรสขมในน้ําปลา และยังลดปริมาณปลาที่ใชหมกัอีกดวย 
1.7 Meat tenderization ชวยทําใหเนื้อนุมขึน้ 

2. อุตสาหกรรมสารซักฟอก อัลคาไลนโปรตีเอสที่ผสมในสารซักฟอก ชวยยอยโปรตีนที่ 
เกาะตดิเนื้อผา ทําใหละลายออกมาพรอมกับน้ําลาง 

3. อุตสาหกรรมเบียร โปรตีเอสจะชวยยอยตะกอนโปรตีนในเบียร ทําใหเบียรใส 
4. การทําขนมปง โปรตีเอสจะชวยทําใหแปงโด (dough) มีความยดืหยุน   และขึ้นรูปไดดี  

เมื่อกล้ิงเปนแผนไมฉีกขาด 
5. อุตสาหกรรม ทําใหนมจับกนัเปนกอนในกระบวนการผลิตเนยแข็ง 
6. อุตสาหกรรมฟอกหนัง มี 2 ขั้นตอนในกระบวนการฟอกหนังทีน่ําโปรตีเอสไปใช 
- Dehairing ขั้นตอนนี้หนังสัตวจะถูกแชในน้ําปูนขาว     แอลคาไลนโปรตีเอสจะชวยลด 

ปริมาณปูนขาวที่ใชไดถึง 50% ลดระยะเวลาการแชน้ําปูนขาว และลดคาใชจายในการบําบัดน้ําเสีย 
- Bating    เปนขั้นตอนที่ทําใหหนังสัตวนุม และยดืหยุน      โดยโปรตีเอสจากพืชจะยอย 

สารพวกคอลลาเจน และอิลาสติน สวนโปรตีเอสจากจุลชีพจะยอยโปรตีนในกลามเนื้อหนังสัตวที่
ถูกแชดวยปูนขาวจะไวตอการยอยดวยโปรตีเอสมากกวาหนังที่แชในกรด 

7. ประโยชนอ่ืนๆ 
- ปาเปน โบรมีเลน และโปรตีเอสจากจุลชีพ   เมื่อใชกับอาหารสัตว ทําใหอาหารเพิ่มคณุ 

คาทางโภชนาการ 
- ปาเปน และนวิทรัลโปรตีเอส     ใชในกระบวนการผลิตสารสกัดจากยสีต  และโปรตีน 

เซลลเดียว 
- เปปซิน ทริปซิน และปาเปน ใชในกระบวนการผลิตอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับจุลชีพ 
- ทริปซิน อัลคาไลนโปรตีเอส      ใชในกระบวนการเพาะเลี้ยงเซลลสัตว    (animal cell  

culture) 
              -    นวิทรัลและอัลคาไลนโปรตีเอสใชในการทาํความสะอาดเยื่อหุมผานในเครื่องมือตาง ๆ 
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ประเภทของอุตสาหกรรม ขบวนการที่ใช แหลงของเอนไซม 
Baking and Milling Bread baking Fungal 
Brewing Chillproofing Papain, bromelain, pepsin, fungal, 

bacteria 
Cereals Condiments Papain, bromelain, pepsin, fungal, 

bacteria 
Dairy Milk prevention or oxidized flavor Pancreatin 
 Milk protein hydrolysate Papain, bromelain, pancreatin, 

bacteria, fungal 
 Evaporate milk, stabilization Pancreatin, pepsin, bromelain, 

fungal 
Animal feeds Pig starter ration Pepsin, pancreatin, bacteria, fungal 
 Poultry ration 

Cattle ration 
Bacteria, fungal 

Meat, fish Meat tenderizing 
Tenderizing casings 
Condensed fish soluble 

Papain, bromelain, fungal, bacteria 

Pharmaceutical and clinical Digestive aids Papain, bromelain, pancreatin, 
fungal, bacteria 

 Wound debridement 
Treatment of bruises, 
inflammation, etc. 

Bacteria, animal, plant 

Leather Bating Bacterial, pancreatin, fungal 
 Unhairing Bacterial, fungal, plant 
Laundry Spot removal 

Cold-soluble laundry starch 
Bacteria, pancreatin, fungal 

Photographic Recovery of silver from spent film Bacterial 
Textile Desizing fibrics Bacterial, fungal, pancreatin 
 
ตารางที่ 2.4  แสดงการใชประโยชนของเอนไซมโปรตีเอสในทางอุตสาหกรรม [19] 

 
โปรตีเอสจากจุลชีพสามารถแบงออกไดเปน 4 กลุมใหญ ๆ โดยอาศัยความแตกตางของ

สภาวะในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม [19] คือ 
1. Acid protease EC.3.4.23 จลุชีพที่ผลิตเอนไซมนี้สวนใหญเปนจําพวกราและยีสต    มี 
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แบคทีเรียบางชนิดที่ผลิตได เอนไซมมีสภาวะการทํางานที่เหมาะสมอยูในชวง pH 3-4 ลักษณะ
โครงสรางที่คลายกับเอนไซมเพปซิน เรนนิน ถูกยับยั้งการทํางานไดโดยสารจําพวก diazoketone 
แตไมถูกยบัยั้งโดยสาร ethylene-diamine tetra-acetic acid (EDTA) และ                            
di-isoproprylfluorophosphates    (DFP) น้ําหนักโมเลกุลอยูระหวาง 30,000-40,000 สามารถเกิด        
ปฏิกิริยาจําเพาะไดดีกับกรดอะมิโนที่มีโครงสรางเปนวง (aromatic amino acid) เชื้อจุลชีพที่ผลิต
เอนไซมนี้ไดแก เชื้อรา Aspergillus spp. Penicillium spp. Rhizopus spp. Mucor spp. และ Edothia 
spp. การใชประโยชนของเอนไซมสวนใหญใชในอตุสาหกรรมการผลิตผลิตภัณฑโปรตีนจากถั่ว
เหลือง เชน ซีอ๊ิว เตาเจีย้ว เปนตน นอกจากนี้ยังใชในอุตสาหกรรมขนมอบและเนยแขง็ 

2. Thiol protease EC.3.4.22    เปนเอนไซมที่ทํางานไดดใีนชวงที่   pH  เปนกลาง ถูกเรง 
ปฏิกิริยาไดดเีมื่อมีสารรีดิวซ ไดแก HCN หรือ กรดอะมโินซีสเตอีน และถูกยับยั้งปฏิกิริยาโดยสาร
จําพวก sulphydryl reagent เชน chloromercuribenzoate สําหรับสาร DFP จะมผีลตอการยับยัง้
ปฏิกิริยาเพียงเล็กนอยเทานัน้ มีมวลโมเลกลุอยูระหวาง 30,000-50,000 เชื้อจุลชีพทีผ่ลิตเอนไซมนี้
ไดแก Clostridium spp. และ Streptococcus spp.  

3. Metallo protease EC.3.4.24    เรียกอีกชื่อหนึ่งวา   neutral protease    เปนเอนไซมทีม่ี 
อะตอมของโลหะอยูในโครงสรางซึ่งมักจะเปนสังกะสี (zinc) สามารถทําปฏิกิริยาไดดีกับกรด      
อะมิโนไลซีน สามารถถูกยับยั้งปฏิกิริยาไดดวยสารจําพวก chelating agent เชน EDTA มี
ความสามารถสูงสุดในการยอยสลายพันธะเปปไทดของโปรตีนที่สภาวะความเปนกรด-ดาง (pH) 
ประมาณ 7 แตมีความเสถยีรในชวง pH 5-10 โมเลกุลของเอนไซมจะเสถียรข้ึนเมื่อมีแคลเซียม
ไอออน เชื้อจลุชีพที่สามารถสรางเอนไซมนี้สวนใหญไดแก แบคทีเรียในสกุล Bacillus spp. เชน    
B. subtilis B. cereus B. megaterium B. thermoproteolyticus B. thuringiensis B. pumilus และ         
B. polymyxa เปนตน ตัวอยางของเมทัลโลโปรตีเอสที่สําคัญไดแก Thermolysin ซ่ึงผลิตไดจากเชื้อ 
B. thermoproteolyticus การใชประโยชนในทางอุตสาหกรรม เชน การผลิตเบียร อุตสาหกรรมฟอก
หนัง และอุตสาหกรรมอาหารอื่น ๆ 

4. Alkaline protease EC.3.4.21.14 มีช่ือเรียกอีกชื่อหนึ่งวา serine protease     เนื่องจากมี 
หมูกรดอะมิโนเซรีนอยูที่บริเวณเรงของเอนไซม (active site) ถูกยับยั้งปฏิกิริยาไดดวยสาร            
di-isopropryl fluorophosphates และ phenyl-methyl sulfonyl fluoride (PMSF) มีชวง pH ที่
เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมที่คอนขางกวางอยูระหวาง 7-11 และเมือ่มีอะตอมของ
โลหะแคลเซียมไอออนจะชวยใหเอนไซมมีความเสถียรมากขึ้น มีน้ําหนักโมเลกุลอยูระหวาง 
25,000-30,000 แอลคาไลนโปรตีเอสผลิตไดจากเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. เปนสวนใหญ ไดแก                
B. licheniformis B. subtilis และ Alkalophilic bacillus โดยเอนไซมจะถูกสรางและปลอยออกเปน
อิสระในน้ําเล้ียงเชื้อและอาจจะรวมกับเอนไซมโปรตีเอสอื่นดวย คือ นวิทรัลโปรตีเอส โดยที่สราง
แอลคาไลนโปรตีเอสพรอม ๆ กับนิวทรัลโปรตีเอส หรืออาจสรางนิวทรัลโปรตีเอสกอน             
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แอลคาไลนโปรตีเอสก็ได แอลคาไลนโปรตีเอสแบงออกไดเปน 2 กลุม โดยอาศยัความแตกตางใน
กรดอะมิโนที่เปนสวนประกอบรวมทั้งคุณสมบัติทางอิมมูนวิทยา และจลนศาสตร [21] ดังนี ้

-  กลุมเอ (group A) ไดแก เอนไซม Subtilisin Carlsberg จากเชื้อ B. licheniformis และ
เอนไซม B. pumilus เอนไซม Suntilisin Carlberg เตรียมขึ้นเปนครั้งแรกในรูปของผลึกในป 1952 
โดย Guntelberg & Ottensen จากเชื้อ B. licheniformis เอนไซมนี้มีลักษณะเปนพอลิเพปไทดสาย
เดี่ยวที่มีกรดอะมิโน 274 ตัว และไมมซิีสไตน หรือ ซิสเตอีน ดังนั้นจึงไมมพีนัธะไดซัลไฟด 
โครงสรางตติยภูมิเปนรูปทรงกลม (spherical) ที่มีเสนผานศูนยกลาง 4.2 นาโนเมตร บริเวณเรง
ประกอบดวยกรดอะมิโน เซรีน 221 ฮิสติดีน 64 และแอสปารเตท 32 ที่มีความจําเพาะตอสับสเตรต
ไมสูงนัก (broad specificity) และจะไฮโดรไลสพันธะเพปไทดเปนสวนใหญและพันธะเอสเทอร
บางสวน ในการไฮโดรไลสโปรตีนไมจําเปนตองมีตัวกระตุน (activators) และไมตองใชแคลเซียม
ไอออนสําหรับทําใหเอนไซมเสถียรเหมือนแอลคาไลนโปรตีเอสอื่น ๆ เอนไซมมีความเสถียร
ในชวง pH กวาง และแอคตวิีตีจะลดลงอยางรวดเร็วเมื่อ pH ต่ํากวา 5 และสูงกวา 11 ซ่ึงสันนิษฐาน
วาเอนไซมเกิดการยอยตวัเอง (autodigestion) โดยโมเลกลุโปรตีนจะคลายรูป (unfold) และเอนไซม
ยังคงเสถียรเมือ่อุณหภูมิสูงถึง 50 องศาเซลเซียส 

เอนไซม Subtilisin (Subtilopeptidase A) จาก B. subtilis เปนแอลคาไลนโปรตีเอสที่ไม
คอยจําเพาะ โดยจะไฮโดรไลสพันธะเพปไทดสวนใหญโดยเฉพาะพันธะทีถั่ดจากกรดอะมิโน       
อะลานีน เฟนลิอะลานีน ไทโรซีน ทริปโตเฟน และลูซีน และยังพบอกีวาสามารถไฮโดรไลสพันธะ
เพปไทดตรงกรดอะมิโนชนดิเบสิก เชน อารจินีนอีกดวย 

- กลุมบี (group B) ไดแก    แอลคาไลนโปรตีเอสที่มีชื่อวา   Subtilisin BPN   (Bacterial  
Protease Nagarse) จาก B. amyloliquefaciens ในป 1954 Hagihara เตรียมเอนไซมใหบริสุทธิ์อยูใน
รูปผลึกเปนครั้งแรก ในป 1960 Ottesen & Spector ไดแยกเอนไซม Subtilisin Novo ซ่ึงเหมือน 
(identical) กับเอนไซม Subtilisin BPN โดยเปรียบเทยีบจากลําดับกรดอะมิโน Subtilisin Novo มี
ลักษณะเปนพอลิเพปไทดสายเดีย่วที่มกีรดอะมิโน 275 ตัว กรดอะมิโนสวนใหญจะเหมือน 
(homology) กับของ Subtilisin Carlsberg โดยมีกรดอะมิโนเพยีง 58 ตัวเทานั้นทีแ่ตกตางกัน ใน
โมเลกุลไมมีกรดอะมิโนซิสเตอีน ดังนัน้จึงไมมีพนัธะไดซัลไฟด มีกรดอะมิโนอะลานีนอยู
ปลายทางดานอะมิโน และ กลูตามีนอยูที่ปลายทางดานคารบอกซิล บริเวณเรงของเอนไซม
ประกอบดวยกรดอะมิโน เซรีน 221 ฮิสติดีน 54 และ แอสปารเตท 32 แคลเซียมไอออน ชวยทําให
เอนไซมเสถียรโดยเฉพาะทีอุ่ณหภูมิสูง หรือที่ pH ที่สูงหรือต่ํามาก เอนไซมนี้ไฮโดรไลสพันธะเพป
ไทด และพนัธะเอสเทอร แตมีความจําเพาะแตกตางจากเอนไซม Subtilisin Carlsberg แอคติวิตี และ
ความเสถียรของเอนไซมนีท้ี่ pH และอุณหภูมิตาง ๆ คลายกับเอนไซม Subtilisin Carlsberg 
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2.2.5  เอนไซมไลเปส 
 ไลเปส (lipase) เปนเอนไซมในกลุมไฮโดรเลส (hydrolase) มีช่ือตามระบบวา กลีเซอรอล 
เอสเทอรไฮโดรเลส (Glycerol ester hydrolase) หรือ ไตรเอซิลกลีเซอรอล เอซิลไฮโดรเลส 
(Triacylglycerol acylhydrolase) มีช่ือตามรหัส คือ E.C.3.1.1.3 ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส
ของพันธะเอสเทอรของกรดไขมันโซยาว (long chain) ที่ไมละลายน้ําที่บริเวณรอยตอระหวางสวน
ของสารละลายเอนไซมกับสารตั้งตน สามารถเรงปฏิกิริยาผันกลับของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส คือ 
ปฏิกิริยาอินเทอรเอสเทอริฟเคชันไดเมื่อในระบบมีน้ําอยูนอยมาก (microaqueous system) ซ่ึงอาจ
ถือวาเปนระบบที่ปราศจากน้ํา (nonaqueous system) [22] 
 เอนไซมไลเปสพบไดในพืชจําพวกขาวสาลี ขาวโอต ขาวไรย ฝาย ถ่ัวเหลือง และละหุง 
สวนในสัตวมกัพบในตับออน และในนม แตไลเปสจากจุลินทรียมีขอดีเหนือกวาจากพืชและสัตว 
เพราะเจริญเตบิโตไดเร็วกวาและเลี้ยงงายกวาสัตว นอกจากนีย้ังสามารถเพิ่มผลผลิตไดรวดเร็วโดย
วิธีปรับปรุงพันธุกรรมของจุลินทรีย และยงัสามารถปรับสภาวะใหเหมาะสมตอการผลิตเอนไซมได
งายกวาพืชและสัตว [22] 
 ไลเปสผลิตจากจุลินทรียไดหลายชนิด แตละชนิดใหไลเปสที่มีคุณสมบัติแตกตางกัน          
จุลินทรียที่ผลิตไลเปสไดเชน Candida Rugosa Alcaligenes sp. No. 679, Humicola lanuginosa และ 
Rhizopus delemar เปนตน การที่จุลินทรียสามารถผลิตไลเปสที่มีคุณสมบัติแตกตางกัน ทําให
สามารถเลือกไลเปสมาใชประโยชนใหเหมาะกับอุตสาหกรรมตาง ๆ มากมาย และถึงแมวาไลเปส
จะมีคุณสมบัตแิตกตางกันเปนอยางมาก แตไลเปสก็ยังจะหมายถึง single enzyme ที่มีคุณสมบัติเปน 
glycerol ester hydrolase อยูเหมือนเดิม [23] 
 สามารถแบงประเภทของเอนไซมไลเปส โดยอาศัยหลักเกณฑใหญ ๆ สองประการ [24] 

1. แบงโดยอาศัยความจําเพาะตําแหนงบนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด 
1.1   เอนไซมท่ีไมมีความจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด 
เอนไซมประเภทนี้ยอยสลายไตรกลีเซอไรดไดสมบูรณ ไดผลิตภัณฑเปนกรดไขมันอิสระ 

(free-fatty acid) และกลีเซอรอล เอนไซมประเภทนี้ไดแก เอนไซมจาก Candida cylindracea, 
Corynebaterium acnes, Staphylococcus aureus 

1.2  เอนไซมท่ีมีความจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด 
เอนไซมประเภทนี้จะจําเพาะตําแหนง 1 และ 3 บนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด ผลิตภัณฑที่

ไดจากการยอยสลายโดยเอนไซมกลุมนี้คอื กรดไขมัน 1,2(2,3)-diglyceride และ 2-monoglyceride 
ซ่ึงทั้งสองตัวนี้เปนสารที่ไมคงตัว ไดแก เอนไซมที่ไดจาก Asppergillus niger, Mucor javanicus 
และใน Rhizopus อีกหลายชนิด 
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2. แบงโดยอาศัยรูปแบบในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม 
2.1  เอนไซมไลเปสที่เรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส   ตรงพันธะเอสเทอร   ในโมเลกุลของ        

กลีเซอไรด  
ไดผลิตภัณฑเปนกรดไขมัน กลีเซอรอล และ partial glycerides โดยเอนไซมจะเรงปฏิกิริยา

ดังกลาวไดเมือ่สับสเตรตคือไขมันและน้ํามัน อยูในสภาพน้ํามันในน้ํา (oil-water interface) 
2.2 เอนไซมไลเปสที่ทําหนาท่ีเรงปฏิกิริยาในการสงัเคราะหสารประกอบเอซิลกลีเซอรอล 

(acyl glycerol)  
เรียกวาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน (tranesterification) หรือปฏิกิริยาอินเตอรเอสเทอริ

ฟเคชัน (interesterification) ซ่ึงจะเกิดขึ้นใน 4 รูปแบบ คือ เกดิขึ้นระหวาง เอสเทอรกับกรดไขมนั
อิสระ (acidolysis) เอสเทอรกับแอลกอฮอล (alcoholysis) เอสเทอรกับเอสเทอร (ester exchange) 
และเอสเทอรกับกรดอะมิโน (aminolysis) ปฏิกิริยาเหลานี้มีความสําคัญมากในการปรับปรงุ
คุณสมบัติของน้ํามันหรือไขมัน ซ่ึงจะทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงชนิดของกรดไขมันในไตรเอซิล       
กลีเซอรอล และทําใหเกิดการกระจายตวัของกรดไขมันในไตรกลีเซอรอลเปนอยางสุมมากกวา
น้ํามนัตามธรรมชาติ 

การเรงปฏิกิริยาของเอนไซมไลเปสสามารถแบงการเรงปฏิกิริยาไดสองแบบ 
1. ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (hydrolysis) 
 

R1-COOR-R2 + H-OH   R1-COOH    +     R2-OH 
  (เอสเทอร)       (น้ํา)                   (กรดคารบอกซิลิก)    (แอลกอฮอล) 
 

เอนไซมไลเปสจะเรงปฏิกิริยาการสลายเอสเทอรดวยน้าํ ไดผลิตภณัฑเปนกรดคารบอก      
ซิลิก และแอลกอฮอล โดยปฏิกิริยานี้จะเกดิในสารละลายที่มีน้ําอยูในปริมาณมาก [4] คาความเปน
กรด เบสที่เหมาะสมสําหรับไลเปสในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสนี้อยูในชวงกวาง ขึ้นกับชนิด

ของเอนไซม และสับสเตรต สวนอุณหภูมทิี่เหมาะสมอยูในชวง 30-40°C [25] 
ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสดวยไลเปส มีประโยชนในเชิงการคา เพราะสามารถผลิตกรดไขมัน

อิสระไดหลายชนิด เชน ไลเปสจากเห็ดไมซีเลีย (mycelia) ไฮโดรไลซ น้ํามันหลายชนิดทีใ่ช
ประกอบอาหาร การไฮโดรไลซิสน้ํามันมะกอก น้ํามันปาลม ไขมันจากน้ํานม และไตรกลีเซอไรด
สายสั้น ๆ [26] 
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2.    ปฏิกิริยาการสังเคราะห มี 3 ลักษณะ [4] 
2.1 ปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชัน (esterification) 

 
R1-COOH        +       R2OH                        R1-COOH-R2 + H-OH 

    (กรดคารบอกซิลิก)     (แอลกอฮอล)                          (เอสเทอร)        (น้ํา) 
 
ปฏิกิริยานี้เปนปฏิกิริยาที่สําคัญอยางหนึ่งของไลเปสในการผลิตเอสเทอร โดยการแทนที่

หมูไฮดรอกซลิ (OH group) ของกรดคารบอกซิลิกดวยหมูแอลคอกซิล (OR group) จากแอลกอฮอล 
ซ่ึงเปนสารที่นําไปใชประโยชนหลายชนดิ เชน เอสเทอรที่มีโมเลกุลสายสั้นมักจะนําไปใชเปนสาร
ใหกล่ินในผลิตภัณฑของอาหาร ยา เครื่องดื่ม สวนเอสเทอรที่มีโมเลกุลสายยาวจะใชผลิตภณัฑ
เดียวกับเครื่องสําอาง ยา การเกิดปฏิกิริยาเอสเทอรฟิเคชันซึ่งเปนปฏิกิริยายอนกลับของปฏิกิริยา      
ไฮโดรไลซิส จะเกดิขึ้นในตัวกลางที่ไมใชน้ํา แตตองมีปริมาณน้ําเพียงเล็กนอยเพื่อรักษาโครงรูป
เอนไซมเอาไวได [27] 

2.2  ปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคชัน (tranesterification) 
 

R1-COOH   +    R2OH                  R1-COO-R3    +    R2-OH 
           (เอสเทอร A)     (แอลกอฮอล)    (เอสเทอร B)      (แอลกอฮอล B) 

 
เอนไซมไลเปสจะเรงปฏิกิริยาการแทนทีห่มูแอลคอกซิล (OR2 group) ของเอสเทอร A ดวย

หมูแอลคอกซิล (OR3 group) จากแอลกอฮอล A ทําใหไดผลิตภณัฑเปนเอสเทอรและแอลกอฮอล
ชนิดใหมขึ้น 

2.3 ปฏิกิริยาอินเทอรเอสเทอริฟเคชัน (interesterification) 
 

R1-COOR2   +     R3-COO-R4              R1-COO-R4 + R2-COO-R3 
             (เอสเทอร A)       (เอสเทอร B)              (เอสเทอร C)     (เอสเทอร D) 

 
เอนไซมไลเปสจะเรงปฏิกิริยาการแลกเปลี่ยนหมูแอลคอกซิล (OR2 group และ OR4 group) 

ระหวางเอสเทอร 2 ชนิด ทําใหไดผลิตภัณฑเปนเอสเทอรใหม 2 ชนิด 
การดัดแปลงสมบัติไขมันและน้ํามัน โดยใชกระบวนการอินเทอรเอสเทอริฟเคชันซึ่งมีการ

เปล่ียนแปลงเฉพาะตําแหนงของกรดไขมนัของไทรเอซิลกลีเซอรอล ที่สามารถตอบสนองความ
ตองการของผูบริโภคทั้งในดานเพื่อเพิ่มหรือรักษาคุณคาทางอาหาร ความปลอดภัยจากกรณีเกดิ 
ทรานส-ไอโซเมอร และใหสมบัติการใชประโยชนตามตองการ 
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การใชไลเปสเปนสารเรงปฏิกิริยาอินเทอรเอสเทอริฟเคชัน สามารถเกิดขึ้นไดในสภาวะที่
ไมรุนแรง จึงไมตองใชอุปกรณที่มีความคงทนเปนพิเศษ ชวยลดคาใชจายดานพลังงาน ผลิตภัณฑที่
ไดมีความปลอดภัยสูงเพราะใชผลิตภณัฑจากธรรมชาติเปนสารเรงปฏิกิริยา เอนไซมมีความจําเพาะ
ในการเกิดปฏิกิริยา ทําใหไดผลิตภณัฑที่วิธีทางเคมไีมสามารถผลิตขึ้นมาได ตลอดจนเกิดผล
ขางเคียง (by-product) นอยมาก [23] 
 การดําเนนิปฏิกิริยาของเอนไซมไลเปสจะดีหรือไมขึ้นกบัปจจัยที่สําคญั 2 ประการ 

1.  ปริมาณน้าํ 
กิจกรรมของน้าํเปนปจจยัหนึง่ที่สงผลตอ จลนศาสตรของการเรงปฏิกิริยาของไลเปส      

ไลเปสทั่วๆไปจะทําปฏิกิริยาไดดีในตัวทาํละลายอินทรียทีเ่ปนพวกไฮโดรโฟบิค (hydrophobic 
organic solvents) ที่มีขอจํากัดปริมาณน้ํา เมื่อกิจกรรมของน้ําต่ํา สมดุลเคมีจะเลื่อนไปทางการ
สังเคราะหเอสเทอร [28] 

น้ํามีผลตอพันธะตาง ๆ ของเอนไซม เชน พันธะไฮโดรเจน แรงไฮโดรโฟบิค และแรงแวน
เดอรวาลว ซ่ึงจะทําใหเอนไซมคงสภาพธรรมชาติ และรูปแบบการเรงปฏิกิริยาอยูได ถามีการกําจัด
น้ําออกไปโดยสิ้นเชิง จะทาํใหเกิดการบดิทําลายของคอนฟอรเมชัน และเกิดการหยุดยั้งกจิกรรม
ของเอนไซม แตการใชไลเปสเรงปฏิกิริยา โดยมีสารประกอบเอสเทอรเปนสารตั้งตนในสภาวะที่มี
น้ํานอยมาก จะกอใหเกดิปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ซ่ึงเปนปฏิกิริยาผันกลับกับปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิส มีผูศึกษาทดลองใชน้ํารอยละ 10 ของน้ําหนกัเอนไซมในปฏิกิริยาอินเตอรเอสเทอริ   
ฟเคชันของน้ํามันปาลม หรือปรับคากิจกรรมของน้ําของระบบใหอยูในชวง 0.40-0.60 และมีผูสรุป
ไววาปริมาณน้าํในระดับ monolayer ที่อยูรอบ ๆ โมเลกุลเอนไซมก็เพียงพอตอการทํางานของ
เอนไซมในตวัทําละลายอินทรีย 

2. ตัวทําละลายอินทรีย 
ปจจัยที่สําคัญอีกปจจยัหนึ่งคือตัวทําละลายอินทรีย การใชตัวทําละลายอินทรียในปฏิกิริยา

ในปฏิกิริยาของไขมันและน้ํามันยังมีขอไดเปรียบการใชน้าํ เพราะไขมนัและน้ํามนัสามารถละลาย
ในตัวทาํละลายอินทรียไดดี ตัวทําละลายอนิทรียจะยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาที่ไมตองการ เชน ปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิส นอกจากนีย้งัสามารถปองกันการปนเปอนจากเชื้อจุลินทรียที่สรางโปรตีเอสซึ่งจะไป
ทําลายเอนไซมไดดีอีกดวย 
 ชนิดของตัวทาํละลายอินทรยี เปนอีกปจจยัหนึ่งที่สําคัญมากตอการคงอยูไดของชั้นน้ําที่อยู
รอบ ๆ โมเลกุลของเอนไซม พวกตัวทําละลายชนิดไฮโดรโฟบิค (hydrophobic solvents) เชน      เฮ
กเซน ไซโคลเฮกเซน หรือ เอทธิลอะซีเตท จะมีความเหมาะสมมากทีสุ่ด เนื่องจากไมกอใหเกิดการ
แยกของน้ําที่จาํเปนตอปฏิกิริยาออกจากเอนไซม แตตวัทําละลายชนิดที่ชอบน้ําสูงขึ้น (hydrophobic 
solvents) จะไปดึงน้ําที่จําเปนตอเอนไซมใหหลุดออกไป ทําใหเอนไซมนั้นถูกยับยั้งได [25] 
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 นอกจากปริมาณน้ําและตัวทาํละลายอินทรยีแลวปจจยัอ่ืน ๆ ที่ควรพิจารณาคือความจําเพาะ
ของเอนไซม ปริมาณเอนไซม อุณหภูมิ และพีเอช เปนตน 
 ไลเปส เปนเอนไซมที่ถูกนําไปใชใหเปนประโยชนในหลายทางดวยกัน เชน ใน               
อุตสาหกรรมอาหาร โดยเฉพาะอยางยิ่งในอาหารหมัก เพราะไลเปสจะเปนตวัผลิตกล่ิน รส (flavor) 
ใหอาหารชนดินั้น ๆ มีกล่ิน รส เฉพาะตัวและเปนทีย่อมรับของผูบริโภค รูปแบบการใชไลเปสใน
อุตสาหกรรมอาหารหมักนัน้ มีทั้งจงใจเติมไลเปสลงไปเพื่อใหไดตามวัตถุประสงคที่ตองการ ซ่ึง
ผลิตภัณฑเหลานี้ไดแก โยเกริต, blue cheese, Italian cheese, cake และ cookie mixes, sweet dough 
และ milk chocolate เปนตน หรืออาจใชไลเปสที่ผลิตโดยจุลินทรียที่อยูในอาหารเหลานั้นเปนตวัให
กล่ิน รส ก็ได เชน lactic acid bacteria จะผลิตไลเปสทําใหกล่ิน รส เฉพาะในอาหารเนื้อหมัก พวก
ไสกรอกอิตาเลียน และในผกัดอง พวกแตงกวาดองและกระหล่ําปลีดอง [25] 
 นอกจากนี้ ยังมีการนําไลเปสเพื่อใชในกระบวนการผลิตกรดไขมันดวย เพราะกรดไขมันที่
ไดจากกระบวนการผลิตทางเคมีตองใชความรอนสูง 480 องศาฟาเรนไฮต และความดันสูงถึง 70 
psi ทําใหมีขอเสีย คือ ตองใชอุปกรณราคาแพงที่สามารถทดความรอนสูงได รวมทั้งวิธีนี้ส้ินเปลือง
พลังงาน product ที่ไดมีสีคลํ้า และมีการสลายตัวของสารที่ไมตองการดวย ซ่ึงถาใชไลเปสทํางาน
แทนแลว ขอเสียตาง ๆ เหลานี้จะหมดไป [25] 
 นอกจากนี้แอลคาไลน ไลเปส (alkaline lipase) ยังสามารถนําไปใชใหเปนประโยชนได 2 
ทางสําคัญ คือ หนึ่งเพื่อใชในอุตสาหกรรมผงซักฟอก และสองเพือ่ใชแทนแพนครีเอติค ไลเปส 
(pancreatic lipase) ในทางการแพทย [25] 

และในปจจุบนัมีรายงานมากมายที่กลาวถึงความเปนไปไดในการนําไลเปสไปใชในระบบ 
microaqueous system พบวา ไลเปสที่อยูในระบบดังกลาวสามารถทําปฏิกิริยาไดทัง้ไฮโดรไลซิส 
ทรานสเอสเทอริฟเคชัน และการสังเคราะหเอสเทอร ซ่ึงคุณสมบัตินี้เองทําใหสามารถนําไลเปสมา
ใชสังเคราะหสารตาง ๆ ไดมากมาย เชน สังเคราะหกรดไขมันและกรีเซอรอล สังเคราะห 
triglyceride สังเคราะห terpene alcohol สังเคราะห flavor ester สังเคราะห peptide สังเคราะห 
biosurfactant นอกจากนี้ ยังสามารถใชแยก (resolution) สาร active molecule ออกจาก racemic 
mixture ซ่ึงเปนสารที่แยกออกจากกันยากดวยวิธีปกตไิดดวย [25] 

Seitz (1974) ไดรวบรวมการใชประโยชนจากไลเปสทีม่ีการจดลิขสิทธิ์แลว พบวาไลเปส
ถูกนํามาใชในอุตสาหกรรมอาหาร ผงซักฟอก ยา เครื่องสําอาง ผลิตภัณฑเครื่องหนัง การผลิต 
aliphatic acid การผลิตหมากฝรั่ง และยาสีฟน รวมทั้งการกําจัดน้ําเสียจากแหลงชุมชน [25] 
 

เทคนิคการตรึงรูปเอนไซมที่ใชในตวัทําละลายอินทรีย ไดมีผูศึกษามาอยางตอเนื่อง การ
ตรึงเอนไซมเปนการปองกนัไมใหเอนไซมสัมผัสกับพื้นที่ผิวระหวางน้ํากับตวัทําละลายอินทรีย
โดยตรง ซ่ึงจะทําใหมีความคงทนมากกวาในระบบของเหลว-ของเหลว (liquid-liquid) นอกจากนีย้ัง
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สะดวกตอการแยกเอนไซมเพื่อนํากลับไปใชใหม โดยเฉพาะเมื่อผลผลิตมีความเขมขนมากและอยู
ในสวนของน้าํ ระบบนีจ้ะลดแรงตานการกระจายตวัระหวางการเคลื่อนที่ไปของสารตั้งตนหรือ
ผลผลิต และเพิ่มอัตราเร็วของปฏิกิริยาใหสูงขึ้น แตระบบนี้สามารถจํากัดอัตราเร็วการถายเทมวลได
เชนกัน โดยเฉพาะเมื่อสารที่ทําใหแพรกระจายกับตัวรองรับ มีสมบัติในการไมรวมตัวกับน้ํา 
(hydrophobicity) แตกตางกนัมาก [25] 

เมื่อพิจารณาถงึประโยชนของการใชวัสดุโซล-เจล สําหรับกลไกการหอหุมเอนไซม นั้นคือ
ความเสถียรของโครงสรางตติยภูมิของโมเลกุลโปรตีน เพราะความที่เปนโครงสรางเจลที่ยึดกัน
แนน [29] และเมื่อพิจารณาเปรียบเทยีบวัสดุตรึง 2 ลักษณะคือ ตัวรองรับชนิดไฮโดรโฟบิค 
(hydrophobic support) กับ ตัวรองรับชนดิไฮโดรฟลิค (hydrophilic support) พบวาตัวรองรับชนดิ
ไฮโดรโฟบิคเหมาะสําหรับการเรงปฏิกิริยาของตัวเรงทางชีวภาพมากกวาตัวรองรับชนิดไฮโดรฟลิค  

ตัวรองรับชนดิไฮโดรฟลิค ทําใหมีการสูญเสียกิจกรรมของเอนไซมไลเปสสูงเนื่องจาก
เหตุผลหลายประการ คือเกิดการเปลี่ยนแปลงของคอนฟอรเมชันของไลเปสในระหวางการดูดซับ มี
ปริมาณไลเปสตรึงนอย และมีความสามารถในการเขาไปยังบริเวณแอคทีฟไซตของไลเปสลดลง 
ตัวอยางของตวัรองรับของแข็งชนิดไฮโดรฟลิคไดแก ซีไลต (celite), เซลลูโลส (cellulose), ซิลิกา
เจล (silica gel), อะลูมินา (alumina), ไททาเนีย (titania) และแกวพรุน (porous glass) เปนตน [28] 

งานวิจยัหลายงานวิจยัไดแสดงถึงประสิทธิภาพ ของการตรึงรูปไลเปสดวยตวัรองรับชนิด
ไฮโดรโฟบิค 

Yokozeki และคณะ [30] รายงานวาไลเปสที่หอหุมไวใน Hydrophobic cross-linked 
polymer มีอัตราการเกิดปฏิกิริยาอินเตอรเอสเทอริฟเคชันของไตรีกลีเซอไรด (triglycerides) สูงกวา
เมื่อเทียบกับเจลชนิดไฮโดรฟลิค (hydrophilic gels) โดยอธิบายวา hydrophobicity ของเจลสงผลตอ
การแพรของสับสเตรตชนิดไฮโดรโฟบิค (hydrophobic substrates) อยางไตรกลีเซอไรดเพื่อเขาไปสู
เจล 

Koshiro และคณะ [31] พบวากิจกรรมของไลเปสที่หอหุมดวย 5-phenylvaleric acid ในการ
เรงปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันของเมนทอลนั้นขึ้นอยูกับ gel hydrophobicity 

ตัวอยางของตวัรองรับชนิดไฮโดรโฟบิค ไดแก อะครีลิคโคพอลิเมอร (acrylic copolymer) 
พอลิโพรพิลีน (polypropylene) และสไตรนี (styrene) เปนตน [28] 
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บทที่ 3 
การสํารวจเอกสาร 

 

3.1 รีโซซินอล ฟอรมาลดีไฮดเจล และคารบอนเจล (Resorcinol Formaldehyde Gels and Carbon 
Gels) 
 
 รีโซซินอล ฟอรมาลดีไฮดเจล และคารบอนเจล หรืออารเอฟเจล และคารบอนเจล (RF gels 
and carbon gels) เปนวัสดุรูพรุนที่มีผูศึกษาวิจยัมาอยางตอเนื่อง การศึกษาวิจยัโดยสวนใหญจะเปน
การศึกษาปจจยัตาง ๆ ที่มีผลตออารเอฟเจล และคารบอนเจล อาทิ อัตราสวนของสารตั้งตนตอตัวทํา
ละลาย ความเขมขนของตัวเรงปฏิกิริยา ความเปนกรดดาง เทคนิคการทําใหแหง รวมไปถึงการใช
เทคนิคพิเศษอืน่ ๆ ในการเตรียม จนไดอารเอฟเจลและคารบอนเจลที่มีคุณสมบัติความเปนรูพรุน 
และรูปสัณฐานที่หลากหลาย จึงมีความเปนไปไดสูงในการนําอารเอฟ และคารบอนเจลไป
ประยุกตใชกบังานไดถูกตองเหมาะสม 
 
 Yamamoto และคณะ [7] ศึกษาการสรางโครงสรางของอารเอฟแอโรเจลในชวงโซล-เจล 
ทรานซิชั่น (sol-gel transition) ของสารละลายอารเอฟโดยใชเทคนิค  Dynamic light scattering 
(DLS) และ  Static light scattering (SLS) จากผลของ decay time พบวาอัตราสวนของตัวเรง
ปฏิกิริยาตอน้ํา (C/W) ในสารละลายอารเอฟเริ่มตนมีผลตอการเติบโตของอนุภาคคอลลอยดที่
เกิดขึ้นในชวงตนของกระบวนการโซล-เจล และมีผลตอเวลาที่ใชในการสรางโครงสรางโครงขาย 
(network structure) ที่สมบูรณจากอนุภาคคอลลอยด เมื่อความเขมขนของตัวเรงปฏิกิริยาสูงขึ้น เวลา
ที่ใชในการสรางเจลลดลง ในขณะที่ขนาดอนุภาคคอลลอยดมีคาลดลง 
 
 Tamon และ Ishizaka [2] ศึกษาการเกิดโครงสรางไฮโดรเจล (hydrogels) ในชวงโซล-เจล 
ทรานซิช่ัน โดยใช  (small-angle x-ray scattering, SAXS) และประยุกตใชสมการของ Guinier และ
สมการ power law ในการวิเคราะหขอมูล โดยในชวงแรกของการสังเคราะหอารเอฟไฮโดรเจล 
คลัสเตอร (clusters) ขนาดเล็ก ขนาดประมาณ 2 nm ประกอบดวยกิ่งของสายโพลิเมอร จากนั้น 
คลัสเตอรจะเกดิการรวมตวักนัสรางเปนอนภุาคขนาดประมาณ 3-6 nm สุดทายไฮโดรเจลที่ได
ประกอบดวยอนุภาคขนาดประมาณ 4-7 nm และภายหลังการเกิดเจล อนุภาคจะมีขนาดคงที ่
 
 Job และคณะ [6] ศึกษาการเตรียมคารบอนเซโรเจล (carbon xerogels) โดยใชการควบคุม
คาความเปนกรดเบสของสารละลายอารเอฟเริ่มตน จากการศึกษาพบวาคาความเปนกรดเบสตางกนั
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ในชวงแคบสงผลตอรูปสัณฐาน และสมบัติความเปนรูพรุนของอารเอฟเซโรเจล ซ่ึงทําใหได
โครงสรางรูพรุนที่หลากหลาย เมื่อคาพีเอชสูงขึ้น การยบุตัวของโครงสรางมากขึ้น สงผลตอพื้นที่ผิว 
ขนาดอนุภาค และปริมาตรรูพรุนรวมมีคาลดลง ในขณะที่ปริมาตรรูพรุนระดับไมโครมีคาสูงขึ้น 
และเมื่อนําอารเอฟเซโรเจลไปเผา (pyrolysis) คารบอนเซโรเจลที่เตรียมจากสารละลายอารเอฟที่มี
คาพีเอชมากกวา 6.50 จะมพีื้นที่ผิว ปริมาตรรูพรุนรวม และปริมาตรรูพรุนระดับไมโครนอยมาก 
โครงสรางที่ไดถือวาเปนโครงสรางที่ไรรูพรุน (non-porous structure) 
 
 การศึกษาของ Job สอดคลองกับการศึกษาของ Lin และ Ritter [5] โดยอารเอฟเซโรเจลที่
เตรียมจากสารละลายอารเอฟที่มีคาพีเอชอยูระหวาง 7 ถึง 7.5 อารเอฟเซโรเจลที่เตรียมไดไม
สามารถตรวจพบปริมาตรรูพรุน ในทางกลับกันที่คาพเีอชต่ํา อารเอฟเซโรเจลจะมพีื้นที่ผิว และ
ปริมาตรรูพรุนที่สูงกวาและมีการกระจายของขนาดรูพรุน (pore size distribution) ที่กวางกวา โดยรู
พรุนประมาณ 85% เปนรูพรุนระดับเมโซ 
 
 การศึกษากระบวนการทําอารเอฟไฮโดรเจลใหแหง มีลําดับการพัฒนามาจากการใชวิธีการ
ทําใหแหงแบบเหนือวิกฤต (supercritical drying) การทําใหแหงแบบเย็นเยือก (freeze drying) การ
ทําใหแหงโดยใชลมรอน (hot air drying) และการทําใหแหงโดยใชคล่ืนไมโครเวฟ (microwave 
drying) โดยวตัถุประสงคของการพัฒนาเพื่อคนหาวิธีทีส่ะดวก และประหยดั ในขณะทีย่ังสามารถ
คงโครงสรางสวนใหญเปนรูพรุนในระดบัเมโซ 
 
 Tamon และคณะ [3] ศึกษาการเตรียมอารเอฟไครโอเจล (RF cryogels) ที่เตรียมโดยการทํา
อารเอฟไฮโดรเจลใหแหงดวยวิธีการทําใหแหงแบบเยน็เยือกดวย t-butanol อารเอฟไครโอเจลที่
เตรียมไดเปนวัสดุที่มีรูพรุนระดับเมโซ ทีม่ีปริมาตรรูพรุนระดับเมโซสูงกวา 0.58 cm3/g ถึงแมพื้นที่
ผิว และปรมิาตรรูพรุนระดับเมโซของไครโอเจลจะนอยกวาแอโรเจลที่เตรียมโดยใชวิธีการทําให
แหงแบบเหนอืวิกฤต แตไครโอเจลยังสามารถผลิตคารบอนที่มีรูพรุนระดับเมโซได โดยคารบอน
ไครโอเจลที่เตรียมไดมีพืน้ทีผิ่วมากกวา 800 m3/g และมปีริมาตรรูพรุนระดับเมโซมคีามากกวา 0.55 
cm3/g นอกจากนั้น โครงสรางรูพรุนระดับไมโครสามารถเกิดในไครโอเจลไดงายกวาแอโรเจลใน
ขณะที่ทําการเผา 
 
 งานวิจยัหลายงานวิจยัไดศึกษาผลของสารลดแรงตึงผิว (surfactants) หลายชนิดที่มตีอรูป
สัณฐาน และสมบัติความเปนรูพรุนของอารเอฟเจลและคารบอนเจลที่เตรียมได 
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 Lee และคณะ [32] ประสบความสําเร็จในการเตรียมอารเอฟเจลที่มีลักษณะทรงกลมขนาด
ไมโคร (microspheres) โดยใชเทคนิคโซล-เจล-อิมัลชัน (sol-gel-emulsion technique) ดวยสารลด
แรงตึงผิวชนิดไมมีประจุ (nonionic surfactants) คือ Span 60 (sorbitan monostearate) ที่มีคา 
hydrophilic lipophilic balance (HLB) เปน 4.7 ในขณะทีก่ารใช Tween 80 (polyoxyethylene 
sorbitan mono oleate) ที่มีคา HLB 15 ไมสามารถเตรียมไมโครสเฟยรได และขนาดอนุภาคที่เตรยีม
ไดสามารถควบคุมไดโดยสัดสวนขององคประกอบในระบบ อัตราการกวน ลักษณะใบกวน ชนิด
และปริมาณสารลดแรงตึงผิว รวมไปถึงชนิดของตัวทําละลายที่เปนสารอินทรียอีกดวย 
 
 นอกจาก Lee และคณะ ที่สามารถเตรียมอารเอฟเจลไมโครสเฟยรไดสําเร็จแลว Yamamoto 
และคณะ [10] ยังสามารถเตรียมไครโอเจล และคารบอนไครโอเจลไมโครสเฟยรโดยกระบวนการ
อินเวอรสอีมัลช่ัน โพลิเมอไรเซชั่น (inverse emulsion polymerization) และเมื่อทดสอบสมบัติ
ความเปนรูพรุน พบวา ไอโซเทอมของการดูดซับของคารบอนไครโอเจลไมโครสเฟยรเปนชนดิที่ 4 
โดยไมโครสเฟยรที่เตรียมไดมีลักษณะโครงสรางสองชั้น กลาวคือ มีโครงสรางรูพรุนระดับเมโซอยู
ภายใน และมีโครงสรางรูพรุนระดับไมโครอยูที่พื้นผิวของไมโครสเฟยร การกระจายของรูพรุน
ระดับเมโซคอนขางแคบ และขนาดรูพรุนเฉลี่ยประมาณ 2 nm คารบอนที่เตรียมไดมีพืน้ที่ผิว
มากกวา 500 m2/g มีปริมาตรรูพรุนระดับเมโซมากกวา 0.90 cm3/g และปริมาตรรูพรุนระดับไมโค
รนอยกวา 0.24 cm3/g และเมื่อพิจารณาถึงอุณหภูมิของการเผา (pyrolysis temperature) พบวามีผล
อยางมากตอปริมาตรรูพรุนระดับเมโซ และเมื่ออุณหภูมิการเผาสูง คาความเปนไฮโดรโฟบิก 
(degree of hydrophobicity) ของคารบอนไมโครสเฟยรมีคาสูงขึ้น 
 
 Tonanon และคณะ [11] ศึกษาบทบาทของสารลดแรงตึงผิวที่มีตอคารบอนไครโอเจล โดย
ใชสารลดแรงตึงผิวแตกตางกัน 3 ชนิด คอื ชนิดไมมีประจุ (nonionic surfactants) ไดแก SPAN 80 
และ FC4430 (polymeric fluorinated surfactant) และชนิดที่มีประจุลบ หรือแคทออิอนิก (cationic 
surfactant) คือ Trimethylstearylammonium Chloride (C18) สําหรับการใช SPAN 80 ความเขมขน 
0.5-10.0% โดยปริมาตร สามารถเตรียมคารบอนไมโครสเฟยรที่มีโครงสรางสองชั้น โดยมีพื้นที่ผิว
เปน 630-700 m2/g และมีปริมาตรรูพรุนระดับเมโซเปน 0.51-0.93 cm3/g เมื่อใช C18 เปนสารลด
แรงตึงผิว สามารถเตรียมคารบอนไครโอเจลที่มีรูพรุนระดับเมโซทีม่ีพื้นที่ผิวและปริมาตรรูพรุน
ระดับเมโซแตกตางกันไปตามอัตราสวนของ Cyclohexane ตอน้ํา และคารบอนไครโอเจลนี้สามารถ
เตรียมไดในระบบที่มีน้ําเปนตัวทําละลายได คารบอนไครโอเจลที่เตรียมโดยใชสารลดแรงตึงผิว
ชนิดนี้ จะมีรูพรุนระดับเมโซที่มีขนาดใหญกวาการใชสารลดแรงตึงผิวชนิดอื่น 
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 สารลดแรงตึงผิวชนิดสุดทายที่ทําการศึกษาคือ FC4430 สามารถเตรียมไมโครเซลลูลา 
คารบอนไครโอเจล (microcellular carbon cryogels) ที่มีโครงสรางคลายฟองน้ํา และมีพื้นที่ผิวและ
ปริมาตรรูพรุนระดับเมโซเปน 210-660 m2/g และ 0.37-0.92 cm3/g ตามลําดับ จากผลการศึกษาจะ
เห็นไดวา ผลจากการใชสารลดแรงตึงผิวตางชนิดกนั สามารถเตรียมอารเอฟคารบอนไครโอเจลที่มี
รูปสัณฐาน และสมบัติความเปนรูพรุนแตกตางกันได 
 
 เทคนิคการเตรยีมคารบอนเจลใหไดรูปสัณฐานที่มีความโดดเดนแตกตางออกไป ยงัมีอีก
หลายเทคนิคนอกเหนือทีก่ลาวดังขางตน 
 
 บทความวจิัยที่ศึกษาถึงการประยุกตใชอารเอฟเจลและคารบอนเจลในงานตาง ๆ ยังมี
ปรากฏไมมาก ที่ปรากฏเดนชัด และมีความใกลเคียงกับงานวิจยัในวิทยานิพนธนี้ คอืการตรึงตัวเรง
ปฏิกิริยาเคมีในโครงสรางของอารเอฟเจล 
 
 Mukai และคณะ [13] ศึกษาการตรึง Keggin-type heteropolyacids (HPAs) ในโครงสราง
ของอารเอฟคารบอนเจล โดยใชวิธีการตรึงแตกตางกัน 2 วิธี คือ การหยด 12-tungstophosphoric 
acid (PW12) ลงบนอารเอฟไฮโดรเจล แลวจึงทําใหแหงและทําการเผาจนเปนคารบอน และวิธีการ
สังเคราะห 12-molybdophosphoric ในสวนผสมระหวางอนภุาคคารบอนเจลกับน้ําปลอดประจุ 
(deionized water) จากการศกึษาพบวากรดถูกตรึงในคารบอนเจลไดทั้งสองวิธี และยงัสามารถคงอยู
ไดภายหลังการสกัดดวยน้ํารอนในระยะเวลานาน กรดที่ตรึงในคารบอนเจลสามารถเรงปฏิกิริยา
สังเคราะห methyl-tert-butyl ether ไดด ี
 
3.2 การตรึงเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส (Alkaline Protease Immobilization) 
 
 การศึกษาการตรึงเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส ยังมีผูศกึษาและเสนอบทความตีพิมพยังไม
มากเทาที่ควร บทความที่มีการตีพิมพสวนใหญเนนศกึษาความเหมาะสมในการใชตัวรองรับชนิด
ตาง ๆ มาตรึงเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส 
 
 Abdel-Naby และคณะ [33] ไดศกึษาการตรึงเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสจาก Bacillus 
Mycoides โดยใชวิธีการตรึงหลายวิธีบนตัวรองรับหลายชนิด จากการศึกษาพบวาเอนไซมสามารถ
ถูกตรึงบนไคโตซาน (chitosan) ดวยวิธีดดูซับทางกายภาพ (Physical adsorption) บน Amberlite IR-
120 ดวยวิธีเชือ่มดวยพันธะอิออนิก (ionic binding) ตรึงบนไคติน (chitin) ดวยวิธีเชื่อมดวยพันธะ
โคเวเลนต (covalent binding) และในพอลิอคริลาไมด (polyacrylamine) ดวยวิธีกักขังในโพรงเจล 
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(entrapment) ได 18.8% 15.02% 79.29% และ 76.55% ของเอนไซมเริ่มตนตามลําดับ เมื่อทดสอบ
กิจกรรมจําเพาะ (specific activity) ของเอนไซมตรึงเหลานี้พบวา สามารถเรงปฏิกิริยาไดประมาณ 
15-78% ของเอนไซมอิสระ เมื่อทดสอบความเสถียรตอความรอน (thermal stability) ที่อุณหภมูิ 

70°C นาน 6 ช่ัวโมง พบวาการตรึงดวยวิธีดูดซับทางกายภาพบนไคโตซาน และการตรึงดวยวิธี
เชื่อมดวยพันธะอิออนิกบน Amberlite IR-120 ยังคงรักษาความสามารถในการเรงปฏิกิริยาไดมาก

ถึง 81% และ 81.9% ตามลําดับ และเมื่อทดสอบความเสถียรในการเกบ็รักษาที่อุณหภูมิ 5°C นาน 6 
เดือน เอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสที่ตรึงดวยวิธีเชื่อมพันธะโคเวเลนตบนไคติน ยังคง
ความสามารถในการเรงปฏิกิริยาได 100% 
 
 ในการศึกษาประสิทธิภาพการใชงานของเอนไซม ปจจยัหนึ่งที่สําคัญคือการศึกษา
ความสามารถในการนําเอนไซมตรึงรูปกลับมาใชในการเรงปฏิกิริยากบัสับสเตรทใหม สําหรับการ
ตรึงเอนไซมแอลคาไลน โปรติเอส ไดมีผูศึกษาความสามารถของเอนไซมตรึงดังกลาว 
 
 Chellapandian [34] ไดศึกษาการตรึงเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสบน Vermiculite โดยวิธี
โคเวเลนต พบวา เอนไซมถูกตรึง 12.48 mg/g และมกีิจกรรมจําเพาะ 36.25% ของเอนไซมอิสระ 
และเมื่อพิจารณาถึงคาความเปนกรดเบสที่เหมาะสมสําหรับการทําปฏิกิริยา พบวา คาความเปนกรด
เบสที่เหมาะสมของเอนไซมตรึงเปลี่ยนไป และเมื่อทดสอบความเสถียรตออุณหภูมพิบวาเอนไซม

ตรึงสามารถทนตออุณหภูมสูิงไดดีกวาเอนไซมอิสระ โดยที่อุณหภูม ิ 70°C เอนไซมแอลคาไลน   
โปรติเอสตรึงยังคงกิจกรรมไวได 28% ขณะที่เอนไซมอิสระเหลือเพียง 17% เมื่อนําเอนไซมไป
ทดสอบความสามารถในการใชซํ้า พบวา หลังการใชซํ้า 5 รอบ เอนไซมตรึงยังคงกิจกรรมไวได 
78% ของกิจกรรมเริ่มตน 
 
 นอกจากเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส การตรึงเอนไซมอ่ืน ๆ ที่อยูในจําพวกเอนไซม     
โปรติเอส ยังมีผูสนใจศึกษาพอสมควร 
 

 Kise และ Hayakawa [35] ทดสอบการตรึง α-Chymitrypsin (CT) บนเม็ดไคโตซาน 
เอนไซมตรึงสามารถเรงปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันของกรดอะมิโนในตัวทําละลายอินทรีย ยิ่งไปกวา
นั้นเอนไซมตรึงยังมีเสถียรภาพสูง โดยหลังการใชงาน 23 วัน เอนไซมตรึง ยังคงกิจกรรมไวได 60% 
ของกิจกรรมสูงสุด 
 

 Unen และคณะ [36] ศึกษาการตรึงเอนไซม serine protease α-chymotrypsin และ trypsin 
ดวยวิธีการตรงึไวในโซล-เจล เมทริกซ (sol-gel metrix) ของ tetramethoxysilane (TMOS) จาก
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การศึกษาพบวา สามารถตรึงเอนไซม α-chymotrypsin ไดสูงสุดถึง 90% และสามารถเรงปฏิกิริยา 
ทรานสเอสเทอริฟเคชัน ของ N-acetyl-L-phenylalanine ethyl ester กับ 1-propanol ในไซโคลเฮ
กเซน ไดกิจกรรมจําเพาะสูงกวาเอนไซมอิสระ 
 
3.3 การตรึงเอนไซมไลเปส (Lipase Immobilization) 

 เอนไซมไลเปสเปนเอนไซมที่ใชอยางกวางขวาง ในหลากหลายอุตสาหกรรม  จึงมีผู
ทําการศึกษาวธีิการปรับปรุงความสามารถของเอนไซมไลเปสอยางมากมาย  การตรึงเอนไซมไล
เปสเปนวิธีหนึง่ที่ชวยปรับปรุงประสิทธิภาพของเอนไซม อีกทั้งยังสามารถนํากลับมาใชใหมไดอีก
ดวย มีงานวิจยัมากมายที่ศึกษาเทคนิคการตรึงเอนไซมไลเปสทั้งวิธีดูดซับทางกายภาพและวิธีหอหุม 
งานวิจยัที่เกี่ยวของกับการตรึงเอนไซมโดยวิธีดูดซับที่นาสนใจมีดังนี้  
 
                Oliveira และคณะ [37] ศ ึกษาการตรึงเอนไซมไลเปสจาก Candida rugosa บน Styrene-
divinyl benzene (STYDVB) copolymer โดยทําการศกึษาวิธีการตรึงใน 2 ระบบ คือระบบที่มีน้ํา ซ่ึง
คือโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร เปนตัวทําละลาย กับระบบที่มีตัวทําละลายอินทรียคือเฮปเทน  จาก
การศึกษาพบวาระบบที่มีตัวทําละลายอินทรีย  สามารถตรึงเอนไซมไดดีกวาระบบที่มีน้ํา โดยตรงึ
ไดถึง 91.6%  และเมื่อนําไปทดสอบความสามารถในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส และปฏิกิริยาเอส
เทอริฟเคชั่น พบวาเอนไซมที่ตรึงในระบบที่มีตัวทําละลายอินทรีย  สามารถเรงปฏิกิริยาได           
กิจกรรมมากกวาระบบที่มีน้าํทั้งสองปฏิกิริยา  และเมื่อนาํ STYDVB ไปใชในการตรึงเอนไซมใหม 
(regenerate)ยงัสามารถตรึงเอนไซมไดถึง88.90%  
 
 Iso และคณะ [38] ไดศึกษาการผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพจากไตรกลีเซอไรด และ แอลกอฮอล 
โดยใช Pseudomonas fluorescens ไลเปส ที่ตรึงโดยใช porous kaolinite เปนตวัรองรับ พบวา
เอนไซมตรึงรูปนี้มีกิจกรรมสูงขึ้นมากเมื่อเปรียบเทียบกบัเอนไซมไลเปสอิสระ และการนําไปใชซํ้า
นั้นใชวิธีการแยกไมยุงยาก อีกทั้งมีกิจกรรมลดลงไมมาก เชนเดยีวกับ Norin และคณะ [39] ที่ได
ศึกษาการตรึง Candida cylindraceae ไลเปส โดยดูดซับบน C-18 bleading earth ซ่ึงเปนตัวรองรับ

ชนิด hydrophobic มีกิจกรรมสูงสุดคือ 0.9 μmolg-1min-1 และมีกิจกรรมจําเพาะเทยีบกับเอนไซม
อิสระเปน 130% และเมื่อนาํไปใชเรงปฏิกิริยาเอสเทอรริฟเคชั่น 3 คร้ังโดยมีเวลารวม 4 สัปดาห
ยังคงมีกิจกรรมเหลือ85% 
                
             เมื่อพิจารณาถึงเสถียรภาพของการตรึงเอนไซมไลเปสดวยวิธีดูดซับทางกายภาพ  หลาย
งานวิจยัแสดงถึงศักยภาพของเอนไซมตรึงรูปในแงความเสถียรตออุณหภูมิ ความเปนกรดและเบส 
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รวมถึงความสามารถในการนํากลับมาใชใหม  Bai zheng-wu, Yin chuan-qi และ Wu li [40] ได
ศึกษาการตรึงเอนไซมไลเปส บนวัสดุ chitosan-silica gel composite โดยใช ฟอรมาลดไฮด เปนสาร
เชื่อมขวาง ทาํการทดสอบความเสถียรของไลเปสตรึงรูปทั้งความเสถียรตออุณหภมูิ ความเปนกรด
และเบส และการเก็บรักษาในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร เมื่อเทียบกบัไลเปสอิสระพบวาไลเปส
ตรึงรูปนี้สามารถปรับปรุงเสถียรภาพได  โดยการตรึงที ่ 55oC พีเอช 7.5 และ 37oC พีเอช 9.5 ให
กิจกรรม 70% ขณะที่เอนไซมอิสระให 40%  และเมื่อเกบ็ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.5 
ที่ 37 oC ในชวง 10, 15 และ 20 วัน พบวามีกิจกรรม 96.6%, 81% และ 41% ของกิจกรรมเริ่มตนใน
ขณะที่เอนไซมอิสระสูญเสียกิจกรรมในเวลา3วันที่สภาวะเดียวกนั            

 Murray และคณะ [41] ทําการตรึงไลเปสบนตัวรองรับ 2 ชนิดคือ non-porous polystyrene 
latex และ porous accurel EP400 powder สําหรับกระบวนการไฮโดรไลซิสของน้ํามันดอก
ทานตะวัน  ศึกษาคากจิกรรมของเอนไซมตรึงรูปเปรียบเทียบกับเอนไซมอิสระ และพจิารณาถึง 
ประสิทธิภาพของการตรึงของไลเปสบนตัวรองรับแตละตัว ซ่ึงพบวาถึงแม polystyrene latex จะมี
ความสามารถในการดดูซับไลเปสไดสูงแตมีกิจกรรมของเอนไซมต่ํา  สําหรับการตรึงบนอนุภาค 
EP400 นั้นจะมีประสิทธภิาพดีเฉพาะทีใ่สเอนไซมในปริมาณมาก แตก็มีอัตราการเรงปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิส และไดผลผลิตดีเทียบเทากบัเอนไซมอิสระ และยังสามารถนํามาใชใหมไดอยางดอีีก
ดวย   
 
   Hwang และคณะ  [42] ไดศกึษาการตรึงเอนไซม Bacillus stearothermophilus L1 ไลเปส 
บนพื้นผิวของซิลิกาเจล โดยใชวิธีการตรึง 2 วิธีคือ การดูดซับทางกายภาพ และการตรึงดวยพันธะ
โคเวเลนต  จากการทดสอบความสามารถในการตรึงเอนไซมพบวา การตรึงเอนไซมดวยวิธีดูดซับ
ทางกายภาพสามารถตรึงเอนไซมได 2.72 mg protein/g dry carrier ในขณะทีว่ธีิยึดดวยพนัธะ        
โคเวเลนตสามารถตรึงเอนไซมได 2.23 mg protein/g dry carrier และเมื่อพิจารณาความสามรถใน
การเรงปฏิกิริยาพบวาเอนไซมตรึงสามารถเรงปฏิกิริยาได 88% และ 63.7% ของเอนไซมอิสระ
ตามลําดับ  นอกจากนัน้ไดทําการทดสอบเสถียรภาพของเอนไซมตรึงเปรียบเทียบกับเอนไซมอิสระ 
โดยพบวาเมื่อทําการเรงปฎิกิริยาตอเนื่องนาน 4 วนั กิจกรรมของเอนไซมอิสระลดลงอยางมาก โดย
ยังคงเหลือกิจกรรมเพียง 25% ของกจิกรรมเริ่มตน ในขณะที่เอนไซมที่ตรึงดวยวิธีดดูซับทาง
กายภาพ และวิธียึดดวยพนัธะโคเวเลนตยังคงกิจกรรมไวได 65% และ 50% ตามลําดบั 
 
                F. He และคณะ  [43] ไดศึกษาการตรึง Porcine pancreas lipase (PPL) บน porous silica 
beads และใชในปฏิกิริยา ring-opening polymerization ของ ethylene isobutyl phosphate (EIBP) 
พบวาอุณหภมูทิี่เหมาะสมของเอนไซมตรึงรูปเปน 70oC และหลังจากบมที่ 90oC 1 ชั่วโมง ยังมี       



 44 

กิจกรรมเหลือมากกวา 70% และยังพบวาการนําไลเปสตรึงรูปมาใชซํ้าสําหรับปฏิกิริยา 
polymerizationของEIBPนั้นเรงปฏิกิริยาไดดีกวาการใชในครั้งแรก  
    
       Iavanov และ Schneider [44] ไดทําการตรึงไลเปสจาก Pseudomonas fluoresceus บนตัว
รองรับ 5 ชนิดคือ celite, octyl silica, aminopropyl-silica, glutar dialdehyde de-activated silica และ 
Eupergit C250L พบวาการตรึงบน celite จะใหกิจกรรมจําเพาะ (specific activity) สูงที่สุดคือ 25 
mmol/h mg protien และ glutardialdehyde-activated silica ใหต่ําสุดคอื 0.07 mmol/h mg protien 
การตรึงบน Eupergit C250L จะมีความเสถียรในการเรงปฏิกิริยาดีทีสุ่ด และยังคงกิจกรรมไวได 
30% ของกิจกรรมเริ่มตนหลังจากใช 11 รอบ ซ่ึงแตละรอบอยูในชวง2-6ชั่วโมง 
 
   การตรึงเอนไซมไลเปสโดยวิธีหอหุมนั้น ไดมีผูทําการศึกษาโดยการตรึงเอนไซมไวใน  
เมทริกซของ โซล-เจล ในขัน้ของการเกิดพอลิเมอรไรเซชั่น โดย Kawakami และ Yoshida [29] ได
ศึกษากจิกรรมการเรงปฏิกิริยา และความเสถียรตออุณหภูมิของไลเปสที่ตรึงแบบหอหุมใน 
organically modified silicates โดยวิธีโซล-เจล โดยศึกษาการสังเคราะหเอสเทอรในตัวทําละลาย
อินทรีย พบวามีคากิจกรรมสูง ความเสถียรตออุณหภูมิของไลเปสที่ตรึงในโครงขายเจลนีม้ี
ความสัมพันธกับกลไกของขั้น sol-gel transition และพบวาที่ 75oC ยังคงมีกิจกรรม 100% 
 
              Reetz และคณะ [45] ศ ึกษาการตรึงเอนไซมไลเปสจาก Pseudomonas cepacia และ 
Candida Antarctica ในวัสดุโซล-เจล ชนิดไฮโดรโฟบิคที่เตรียมจาก CH3Si(OCH3)3 (MTMOS) 
เพื่อนําไปเรงปฏิกิริยาเอสเทอรริฟเคชั่นระหวาง lauric acid และ n-octanol ใน isooctane โดยพบวา
เอนไซมตรึงรูปสามารถเรงปฏิกิริยาได200-300%ของเอนไซมอิสระ 
 
 Hsu, Foglia และ Shen [46] ไดศึกษาการตรึงเอนไซมไลเปสจาก Pseudomonas cepacia 
(PS-30) ไวในเมทริกซของ sol-gel ของ phyllosilicate โดยวิธีการเริ่มจากการเชื่อมพันธะระหวาง 
phyllosilicate clay กับ silicate polymers ผลิตโดยการควบคุมปฏิกิริยา hydrolysis ของ tetramethyl 
orthosilicate(TMOS) พบวากิจกรรมของไลเปสตรึงรูปมีความเสถียรมาก และมีกิจกรรมดีกวา
เอนไซมอิสระ  และเมื่อนําไปใชเรงปฏิกริิยาเอสเทอรริฟเคชั่น พบวาเอนไซมตรึงรูปนี้ใหกิจกรรม
ไดดีเมื่อเทยีบกับตัวรองรับอืน่ๆ และพบวาเอนไซมตรึงรูปนี้สามารถนํากลับมาใชในการเรง
ปฏิกิริยาไดอยางนอย 5 คร้ังโดยไมสูญเสียกิจกรรม และเมื่อเก็บรักษาไวที่อุณหภมูิ 20oC นาน 6 
เดือน พบวายงัคงรักษากิจกรรมไวได 95% ในขณะทีเ่มื่อเทียบกับเอนไซมอิสระที่สูญเสียกิจกรรม
ไป40%                                                                                              
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   Marlot และคณะ [22] ศึกษาการตรึงไลเปสจาก C.cylindracea โดยวธีิดูดซับทางกายภาพ
บนตัวพยุงคือ ซีไลต (celite), แกวXOB 015, อะลูมนิา (Alumina), แกวcorning, แกวXOB075,       
ทิทาเนีย(titania) และวิธีหอหุมโดยมี Polyuretane (PU) เปนตวัรองรับ เพื่อเรงปฏิกิริยาการ
สังเคราะหเอสเทอรระหวางกรดลอริกกับเมนทอล โดยมีเฮปเทนเปนตัวทําละลาย ผลการศึกษา
พบวาเอนไซมที่ตรึงบนซีไลตใหคากจิกรรมสูงที่สุดคือรอยละ 82 ของกิจกรรมเอนไซมอิสระ 
ในขณะที่ตวัพยุงที่เหลือใหกจิกรรมรอยละ 70, 60, 59, 41 และ 22 ตามลําดับ ในขณะที่การตรึงแบบ
หอหุมใหกจิกรรมรอยละ52แตมีคาครึ่งชีวติการทํางานนานกวา100ชั่วโมง    
 

 Chen [47] ไดศึกษาการตรึงเอนไซมไลเปสจาก Candida cylindracea โดยวิธีหอหุมในเจล
ที่เกิดจาก photo-crosslinkable prepolymers สําหรับการสังเคราะห ethyl butyrate โดยปฏิกิริยาเอส
เทอรริฟเคชั่นของ ehanol และ butyric acid ใน hexane พบวาเอนไซมตรึงรูปนี้มีกิจกรรมสูงถึง 2.8 
fold ปรับปรุงคุณสมบตัิของเอสเทอรที่ได และลดการยับยั้งของแอลกอฮอลที่มีตอกิจกรรมของ
เอนไซม  hydrophobic gel นี้ดีกวา hydrophilic ในแงของสมรรถภาพโดยรวม และเอนไซมตรึงนี้ยงั
มีกิจกรรม 70% เมื่อเทียบกับกจิกรรมตั้งตนหลังการใชงานแบบไมตอเนื่อง 15 คร้ัง 
  
 Chen และ Lin [48] ศึกษาการตรึงเอนไซมไลเปสจาก Candida rugosa ดวยวิธีหอหุมใน
อนุภาค hybrid organic-inorganic sol-gel powder ที่เตรียมโดยปฎิกิริยาโพลิเมอรไรเซชั่นของ 
Tetramethoxysilane (TMOS) และ alkyltrimethoxysilanes  พบวาสามารถตรึงเอนไซมได 95% และ
สามารถเรงปฏิกิริยาไดกจิกรรมจําเพาะสูงกวาเอนไซมอิสระ 59 เทา เมื่อทดสอบความเสถียรของ
เอนไซมตรึงรูปนี้พบวา เอนไซมตรึงรูปมีคาครึงชีวิต 4 เดือน ที่อุณหภมูิ 40 oC ในเฮกเซน 

 Chen และ Hwang [49] ศึกษาการตรึงเอนไซมไลเปสจาก Candida cylindracea ดวยวิธี
หอหุมในโพรงเจลใน hybrid sol-gel polymer ของ tetramethoxysilane (TMOS) และ 
propyltrimethoxysilane (PTMS) ที่มี polyvinylformal (PVF) resin plate เปนตัวรองรับ  โดยพบวา
สามารถตรึงเอนไซมได 93% และเรงปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชัน ไดกจิกรรมจําเพาะประมาณ 7.4 เทา
ของเอนไซมอิสระ  และเมื่อทดสอบเสถียรภาพของเอนไซมตรึงรูปโดยทําการบมที่อุณหภูมิ 90 ºC 
เปนเวลา 2 ชั่วโมง  เอนไซมตรึงรูปสามารถคงกิจกรรมไวได 100% เชนเดยีวกบัการเก็บรักษาที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 เดือน 

 จากงานวิจยัทีย่กมานัน้จะเหน็ไดวาเอนไซมไลเปสตรึงรูปสามารถแสดงกิจกรรมไดดี
เทียบเทากับเอนไซมไลเปสอิสระ และในบางงานวจิัยกลับไดผลที่ดีกวา  นอกจากนั้นเอนไซมไล
เปสตรึงรูปยังแสดงความมีเสถียรภาพทั้งตอสภาวะแวดลอมขณะทําปฏิกิริยา รวมถึงความสามารถ
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ในการนํามาใชเรงปฏิกิริยาซํ้าซึ่งถือเปนประโยชนขอสําคัญของเอนไซมตรึงรูปอีกดวย 
 
 สําหรับงานวิจยัการประยุกตใช อารเอฟเจล และคารบอนเจล เปนตัวรองรับในการตรึง
เอนไซมนั้น จากเอกสารสํารวจยังไมพบวามีผูใดทําการวิจัย  จากจดุเดนของ อารเอฟเจล และ
คารบอนเจล ในหลายๆดาน ทั้งกระบวนวิธีสังเคราะหที่ทําไดทั้งที่เปนเจล กับทีเ่ปนคารบอน จงึ
สามารถใชในการตรึงไดทั้งวิธีหอหุม และวิธีดูดซับทางกายภาพ  รวมถึงความสามารถในการ
ปรับเปลี่ยนเงือ่นไขการเตรยีมไดหลายรูปแบบ (tailor made) รวมถึงความมีรูพรุน และพื้นที่ผิวสูง 
จึงทําให อารเอฟเจล และคารบอนเจล เปนวัสดุชนดิหนึ่งที่มีความเปนไปไดสูงที่จะใชเปนวัสดุ
รองรับในการตรึงเอนไซมไดดีเทียบเทากบัหรือดีกวาวสัดุชนิดอื่นๆ 
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บทที่ 4 
วิธีการดําเนินการทดลองวจิัย 

 
4.1 สารเคมีท่ีใชในการทดลอง 
4.1.1 สารเคมีท่ีใชในการเตรียมอารเอฟเจล 

1. รีโซซินอล 98% (Resorcinol, C6H4(OH)2) บริษัท Fluka 
2. ฟอรมัลดีไฮด 38% (Formaldehyde, HCHO) บริษัท Univar 
3. โซเดียมคารบอเนต (Sodium Carbonate, Na2CO3) บริษัท Ferak 
4. ไตรเมทิลสเตียริลแอมโมเนียม คลอไรด (Trimethylstearylammonium Chloride, 

[CH3(CH2)17N(CH3)3]Cl) บริษัท TCI 
5. ที-บิวทานอล (t-Butanol, ) บริษัท Univar 
 

4.1.2 สารเคมีท่ีใชในการตรึงและวัดกิจกรรมเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส 
1. สารละลายเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส จาก Bacillus licheniformis (Alkaline 

Protease, Alcalase) บริษัท The East Asiatic (Thailand) Public Company Limited) 
2.  เอนไซมไลเปส จาก Candida rugosa (Lipase, L-1754) บริษัท Sigma 
3. โซเดียมไบคารบอเนต (Sodium Bicarbonate, ) บริษัท Ferak 
4. เอทานอล (Ethanol, C2H5OH) บริษัท Univar 
5. เคซีน (Casein) บริษัท Sigma 
6. ไทโรซีน (Tyrosine) บริษัท Sigma 
7. กรดไตรคลอโรอะซิติค (Trichloro Acetic Acid, TCA ) บริษัท Merck 
 

4.1.3 สารเคมีท่ีใชในการตรึงและวัดกิจกรรมเอนไซมไลเปส 
1.    เอ็น-บิวทานอล (n-Butanol, ) บริษัท Univar 
2. เอ็น-เฮปเทน (n-Heptane, C5H12) บริษัท Univar 
3. กรดบิวทาริค (Butyric Acid, ) บริษัท Fluka 
4. เฮกซะนอล (Hexanol, ) บริษัท Fluka 
5. คอปเปอรซัลเฟต (Copper Sulphate) บริษัท Ferak 
6. โซเดียมโพแทสเซียมทารเตรท (Sodium Potassium Tartrate) บริษัท Ferak 
7. โซเดียมไฮดรอกไซด (Sodium Hydroxide) บริษัท Univar 
8. โซเดียมคารบอเนต (Sodium Carbonate) บริษัท Univar 
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9. โฟลิน ซิโอแคลชัวร รีเอเจนต (Folin-Ciocalteau Reagent) บริษัท Merck 
10. โบวีน ซีรัม อัลบูมิน  (Bovine Serum Albulmin) บริษัท Sigma 

หมายเหตุ : สารเคมีที่ใชทุกตัวเปนสารเคมีที่มีคุณภาพระดับ Lab grade  
 
4.2 อุปกรณท่ีใชในการทดลอง 
 4.2.1 อุปกรณท่ีใชในการทดลอง 

1. อุปกรณพื้นฐานในหองปฏิบัติการเคมี 
2. อางควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) ของบริษัท Memmert ประเทศเยอรมนี 
3. เครื่องกวนแบบใบกวน (Mechanical Stirrer) ของบริษัท Kika Work Asia 

ประเทศมาเลเซีย 
4. ตูอบไมโครเวฟ (Microwave Oven) รุน TRX-2021 ขนาด 1200 วัตต ของ

บริษัท Turbora   
5. เตาเผา (Furnace) ของหองปฏิบัติการเทคโนโลยีอนุภาคและกระบวนการวัสดุ 
6. เครื่องเขยาแนวระดับ (Platform Shaker) รุน Innova 2100 ของบริษัทNew 

Brunswick Scientific  ประเทศสหรัฐอเมริกา 
7. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิและความเร็วรอบ รุน GYROMAX 939XL 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 
8. เครื่องหมุนเหวี่ยง (Centrifuge) ของบริษัท Sigma ประเทศเยอรมนี 
9. เครื่องกวนแมเหล็ก (Magnetic stirrer) ของบริษัท Fisher Scientific ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 
10. เครื่องอบแหงแบบเย็นเยือก (Freeze Dryer) รุน CRYODOS-50 บริษัท 

Millrock Technology ประเทศสหรัฐอเมริกา 
11. เครื่องวัดความเปนกรดเบส (pH meter) ของบริษัท Sartorius ประเทศเยอรมนี 
 

4.2.2 อุปกรณวิเคราะห 
1. เครื่องวัดอัตราการดูดซับไนโตรเจน (Specific surface area measurement) รุน 

BELSORP28 ของบริษัท BEL Japan ประเทศญี่ปุน 
2. กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด (Scanning Electron Microscope; SEM) รุน 

JSM-6301F ของบริษัท JEOL ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน JENWAY 6405 ของบริษัท 

Krackeler Sciencetific ประเทศสหรัฐอเมริกา 
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4. แกสโครมาโทรกราฟกาซ (Gas Chromatography) รุน CG-7AG ของบริษัท Shimadzu 
ประเทศญี่ปุน 

 
4.3 การเตรียมและการวิเคราะหคุณลักษณะของอารเอฟเจล และคารบอนเจล 
 4.3.1 การเตรียมอารเอฟคารบอนเจลโดยไมใชสารลดแรงตึงผิวชนิดแคทอิออนิก 
 อารเอฟคารบอนเจลที่เตรียมโดยวิธีดั้งเดิม (RF-NS) กลาวคือ ไมมีการใชสารลดแรงตึงผิว
ชนิดแคทอิออนิก (Trimethylstearylammonium chloride) เตรียมไดจากสารละลายเริ่มตนระหวาง     
รีโซซินอล (R) และ ฟอรมาลดีไฮด (F) โดยมีน้ํากลั่น (W) เปนตัวทําละลาย และโซเดียมคารบอเนต 
(C) เปนตัวเรงปฏิกิริยาชนิดดาง (Base catalyst) อัตราสวนระหวาง R/F และ C/W มีคาคงที่คือ 0.5 
และ 5.67 โมลตอลูกบาศกเมตร ตามลําดับ 
 เมื่อผสมสารละลายตามอัตราสวนขางตน ปลอยใหสารละลายเกิดเปนเจล ที่อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส ในอางควบคุมอุณหภูมิ จากนั้นทําการกวนเพื่อใหเจลละเอียด แลวทําการบม (aging) 
ที่อุณหภูมิเดียวกันนาน 1 วัน และที่อุณหภูมิหองนาน 3 วัน นําอารเอฟไฮโดรเจล (RF hydrogel) ที่
เตรียมไดไปแลกเปลี่ยนตัวทําละลาย (solvent exchange) โดยแช RF hydrogel ใน t-Butanol จาํนวน 
3 คร้ัง คร้ังละ 24 ช่ัวโมง จากนั้นทํา RF gel ใหแหงโดยการอบแหงดวยตูอบไมโครเวฟ (Microwave 
Oven) ดวยใชกําลัง 160 วัตต เปนเวลา 25 นาที 
 RF carbon gel สามารถเตรียมไดโดยการเผา RF gel ใหเปนคารบอน (Carbonization) โดย
มีอุณหภูมิการเผาเปน 750 องศาเซลเซียส เผาภายใตบรรยากาศเฉื่อยของกาซไนโตรเจน ดวยอัตรา
การไหล 200 ลูกบาศกเซนติเมตรตอนาที 
 ขั้นตอนการควบคุมอุณหภูมิ และอัตราการเพิ่มอุณหภูมิแสดงดังรูปที่ 4.1 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.1 แสดงแผนผังการควบคุมอุณหภูมิการ Carbonization RF gel เปน RF carbon gel 
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4.3.2 การเตรียมอารเอฟคารบอนเจลโดยใชสารลดแรงตึงผิวชนิดแคทอิออนิก 
 RF carbon gel ที่เตรียมโดยใชสารลดแรงตึงผิว (RF-CS) เตรียมไดจากสารละลาย    อาร
เอฟเริ่มตน ผานกระบวนการโซล-เจล พอลีคอนเดนเซชั่น (sol-gel polycondensation) เชนเดียวกับ 
RF-NS แตจะเพิ่มกระบวนการทําใหเกิดการกระจายตัว (dispersion process) โดยเทสารละลายอาร
เอฟที่ ใกล สูญเสียสภาพของไหลลงไปในสารละลายสารลดแรงตึงผิวชนิดแคทอิออนิก 
(Trimethylstearylammonium chloride) ความเขมขน  และมีน้ําเปนตัวทําละลาย ทําการกวนดวย
เครื่องกวนแบบใบกวน (Mechanical Stirrer) ดวยความเร็ว 850 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง จึงกรอง RF hydrogel เพื่อนําไปบม แลกเปลี่ยนตัวทําละลาย ทําใหแหง 
และเผาตามขั้นตอน และเงื่อนไขเชนเดียวกับ RF-NS เพื่อไดเปน RF carbon gel 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.2 แสดงขั้นตอนการเตรียม RF carbon gels ท ั้งแบบ RF-NS carbon gel และ RF-CS carbon gel 
 
 

Resorcinol (R) + Formaldehyde (F) + 
Water (W) + Na2CO3 (C) 

Gel Formation at 60 °C 

Aging at 60 °C 1 Day and 

 Trm 3 days Days 

Microwave Drying  

Carbonization at 750 °C 

RF Carbon Gels 

Gel dispersion with C18 
(for RF-CS carbon gel) 
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 4.3.3 วิธีการวิเคราะหอารเอฟเจล และอารเอฟคารบอนเจล 
 4.3.3.1 การวิเคราะหคุณสมบัติความเปนรูพรุน 
 คุณสมบัติความเปนรูพรุนของ RF gel และ RF carbon gels สามารถหาไดจากการวัดคา
สมดุลการดูด-คายซับกาซไนโตรเจน ที่อุณหภูมิ 77 เคลวิน โดยใชเครื่องรุน BELSORP28 ของ
บริษัท BEL Japan Inc. และจากเสนสมดุลการดูด-คายซับ (Adsorption and Desorption Isoterm) จะ
สามารถนําไปคํานวณหาปริมาตรรูพรุนระดับมีโซพอร (Mesopore Volume, Vmes) และการกระจาย
ขนาดรัศมีรูพรุนระดับมีโซพอร (Mesopore Radius Size Distribution) โดยวิธี Dollimore and Heal 
และคํานวณพื้นที่ผิวไดโดยใชแบบจําลองของ Brunaker, Emmett and Teller 

4.3.3.2 การวิเคราะหรูปสัณฐาน 
 ลักษณะพื้นผิวของ RF gels และ RF carbon gels สามารถพิจารณาไดจากภาพถายจากกลอง
จุลทรรศนอิเล็คตรอนชนิดสองกราด (Scanning Electron Microscope; SEM) รุน JSM-6301F ของ
บริษัท JEOL  
 
4.4. การวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธีลอร่ี  (Lowry Assay) 
  นําสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.2 โมลาร และสารละลายโซเดียม
คารบอเนตความเขมขน 4% โดยน้ําหนักตอปริมาตร อยางละ 49 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายคอป
เปอรซัลเฟตความเขมขน 1% โดยน้ําหนักตอปริมาตร และสารละลายโซเดียมโพแทสเซียมทาร     
เตรทความเขมขน 2% โดยน้ําหนักตอปริมาตร อยางละ 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันจนไดเปน
สารละลายเริ่มตน 
 นําสารตัวอยางที่ตองการทดสอบปริมาณโปรตีนปริมาตร 2.5 มิลลิลิตรมาเจือจางดวยน้ํา
กล่ันจนไดปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร  จากนั้นนําสารตัวอยางที่เจือจางปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรผสม
กับสารละลายเริ่มตนปริมาตร 2.5 มิลลิลิตรแลวเขยาดวยเคร่ืองผสม  ภายหลังการตั้งทิ้งไว 10 นาที
เติมสารละลายโฟลิน ซิโอแคลชัวร รีเอเจนตความเขมขน 50% โดยปริมาตร 0.25 มิลลิลิตรลงไปใน
สารตัวอยางแลวตั้งทิ้งไว 30 นาที  จากนั้นนําสารตัวอยางไปวัดคาการดูดกลืนแสง ดวยเครื่องวัดคา
การดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) ที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร  เปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานของ สารละลายโปรตีนมาตรฐาน โบวีน ซีรัม อัลบูมิน  ไดคาปริมาณโปรตีนในหนวย
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 
4.5 การศึกษาตรึงเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส 
 4.5.1 การตรึงโดยวิธีดูดซับทางกายภาพ (Physical adsorption method) 
 การตรึงเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส (alkaline protease) บน RF carbon gels โดยวิธีดูด
ซับทางกายภาพ สามารถแบงไดเปน 3 ขั้นตอนหลัก ดังนี้ 
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 ขั้นการเตรียมตัวรองรับ: นํา RF carbon gels ปริมาณ 3 กรัม ไปแชในเอทานอล 20 
มิลลิลิตร จากนั้นกรอง RF carbon gels ออกแลวทําการลางอีกครั้งดวยสารละลายเอทานอล 50% 
เพื่อกําจัดอากาศที่อยูในรูพรุนของ RF carbon gels จากนั้นทําการลางดวยน้ํากลั่น แลวทิ้งใหแหง 
 ขั้นการตรึงเอนไซม: นํา RF carbon gels ที่เตรียมจากขั้นแรก ใสลงในขวดรูปชมพู ที่มี
สารละลายเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส10%, 30% และ 50% ของสารละลายเอนไซมเร่ิมตน (ใน
สารละลายโซเดียมคารบอเนต        ไบคารบอเนตบัฟเฟอร pH 10.5) ปริมาตร 30 มิลลิลิตร จากนั้น 
เขยาดวยเครื่องเขยาแนวระดับที่อุณหภูมิหองดวยความเร็ว 150 รอบตอนาที ทําการเก็บตัวอยาง
สารละลายเอนไซมทุก ๆ ช่ัวโมง เปนเวลา 10    ช่ัวโมง เพื่อนําไปวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนที่
เปล่ียนแปลงไป 
 ในการทดลองจะมีการทดสอบผลของแรงเฉือน (shear force) ขณะเขยาที่มีตอสารละลาย
เอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสโดยการเตรียมสารละลายเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส 10% ของ
สารละลายเอนไซมเริ่มตน ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ทําการเขยาในแนวระดับและเก็บตัวอยาง
สารละลายเอนไซมทุก ๆ ช่ัวโมง เชนเดียวกัน แลวนําสารละลายเอนไซมตัวอยางไปทําปฏิกิริยาเพื่อ
หากิจกรรมของเอนไซมที่เปล่ียนแปลงไป 
 ขั้นการลางเอนไซมตรึง: กรอง RF carbon gels ที่มีเอนไซมตรึงอยูออกจากสารละลาย
ภายหลังการเขยา 10 ชั่วโมง แลวลางดวยสารละลายโซเดียมคารบอเนต ไบคารบอเนตบัฟเฟอร 3 
ครั้ง แลวนําน้ําลางไปตรวจหาปริมาณโปรตีนที่หลุดออกจาก RF carbon gels ในขั้นสุดทาย ทํา
เอนไซมตรึงใหแหงโดยการตั้งไวที่อุณหภูมิหอง แลวจึงนําไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
พรอมจะนําไปใช 
 ปริมาณเอนไซมที่ตรึงไดคํานวณไดจากสมการที่ 4.1 
 
ปริมาณเอนไซม หรือ ปริมาณโปรตีนที่ตรงึได  =  ปริมาณ   โปรตีน   ใน     สารละลาย  
                                           เอนไซมเร่ิมตน – ปริมาณโปรตีนใน 
             สารละลายตัวอยาง – ปริมาณโปรตีน 

ในน้ําลาง            (4.1)
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      รูปที่ 4.3 แสดงขั้นตอนการตรึงเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสดวยวิธีดูดซับทางกายภาพบน RF Carbon Gels 
 

4.5.2 การตรึงโดยวิธีหอหุมภายในเจล (Gel entrapment method) 
 สําหรับการตรึงเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสโดยวิธีหอหุมภายในเจลนั้น จะทําการตรึง
เฉพาะกับ RF-NS gel เทานั้น โดยเริ่มจากการเตรียมสารละลาย RF ที่มีอัตราสวน R/F และ C/W 
เปน 0.5 และ 5.67 mol/m3 เชนเดียวกันแตปริมาณน้ํา (W) รวมของระบบจะเปนปริมาณน้ําที่เติมใน
ขั้นตอนการเตรียมสารละลาย RF รวมกับ ปริมาณน้ําที่มาจากสารละลายเอนไซมแอลคาไลนโปรติ
เอสทั้งนี้เพื่อควบคุมใหอัตราสวน C/W ของเอนไซมตรึงมีคาคงเดิม 
 นําสารละลาย RF ที่เตรียมไดแชในอางควบคุมอุณหภูมิ โดยควบคุมไวที่ 60 องศาเซลเซียส 
จนกระทั่งสารละลายใกลสูญเสียความเปนของไหล จึงนําออกมาแชอางน้ําเย็นเพื่อลดอุณหภูมิของ
สารละลาย เมื่อสารละลายเย็นตัวลง ทําการเติมสารละลายเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส 2 มิลลิลิตร 
ลงไป แลวกวนดวยเครื่องกวนแมเหล็กเบา ๆ จนสารละลายรวมตัวเปนเนื้อเดียว แลวจึงตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิหองจนสารละลายเชิงซอนกลายเปนเจล 
 ทําการลาง RF gel ที่มีเอนไซมอยูดวยสารละลายบัฟเฟอร นําน้ําลางไปหาปริมาณโปรตีนที่
หลุดออก หรืออีกนัยหนึ่งคือปริมาณโปรตีนที่ไมถูกตรึงอยูใน RF gel 
 เอนไซมตรึงถูกทําใหแหงโดยการอบแหงแบบเย็นเยือก (Freeze Drying) ที่อุณหภูมิแชแข็ง 
–40 องศาเซลเซียส 30 นาที และทําการระเหิดที่ –10 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง เอนไซมที่
แหงจะถูกตัดเปนชิ้นขนาดประมาณ 2x2x2 มิลลิเมตร แลวเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พรอมจะ
นําไปใช 
 

RF carbon gels 3 g 

Immobilized enzyme 

Add 10%, 30% and 50% alkaline protease 

Treated with ethanol and distillated water 

Horizontal shake at  Trm 150 rpm 10 hr 

Washed with buffer 3 times 
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              รูปที่ 4.4 แสดงขั้นตอนการตรึงเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสดวยวิธีหอหุมในโพรงเจลของ RF-NS Gel 
 
  ปริมาณเอนไซมที่ตรึงไดคํานวณไดจากสมการที่ 4.2 
 

ปริมาณเอนไซม หรือ ปริมาณโปรตีนที่ตรึงได  =  ปริมาณโปรตีนในสารละลาย 
                เอนไซมเริ่มตน – ปริมาณ     
                โปรตีนในน้ําลาง          (4.2) 

 
4.5.3 การวิเคราะหกิจกรรมและอัตราการเรงปฏิกิริยาเริ่มตนของเอนไซมแอลคาไลน 
                โปรติเอส 

 กิจกรรมของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส สามารถทดสอบจากการนําเอนไซมไปใชเรง
ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Hydrolysis reaction) โดยมีเคซีนเปนสับสเตรท และไดไทโรซีนเปน
ผลิตภัณฑ 
 บมสารละลายเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส 10% ของสารละลายเอนไซมเร่ิมตน ปริมาตร 
0.1 มิลลิลิตร (1 กรัมเอนไซมตรึง) ในสารละลายเคซีน 1% โดยปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้น เติม

Resorcinol (R) + Formaldehyde (F) + 
Water (W) + Na2CO3 (C) 

C/W 5.67 mol/m3 

Gel Formation at  60 °C 

Add 2 ml alkaline protease  
before gel formed 

mix by magnetic stirrer at  Trm  

Immobilized enzyme 

Washed with buffer solution 

Freeze drying 
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สารละลายคารบอเนต             ไบคารบอเนตบัฟเฟอร (pH 10.5) ปริมาตร 1.9 มิลลิลิตร ผสมดวย
เครื่องเขยาแนวระดับ ควบคุมอุณหภูมิที่ 45 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที จากนั้นทําการหยุด
ปฏิกิริยาโดยนําไปแชในอางน้ําเย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แลวเติมสารละลายกรดไตรคลอโร   
อะซิติค ปริมาตร 2 มิลลิลิตร นําของผสมไปแยกดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,500 รอบตอ
นาที นาน 20 นาที แลวแยกสารละลายสวนในไปทดสอบคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องวัดคาการ
ดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) ที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 
 ในการทดสอบทุกครั้งจะมีหลอดควบคุม (control) โดยจะเติมสารละลายเอนไซมลงไป
ภายหลังการเติมกรดไตรคลอโรอะซิติค 
 กําหนดให 1 หนวยเอนไซม (enzyme unit) คือปริมาณเอนไซมที่สามารถเรงปฏิกิริยาได 
โทโรซีนเปนผลิตภัณฑ 1 ไมโครกรัม ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ภายในเวลา 1 นาที 
 สําหรับการวิเคราะหอัตราการเรงปฏิกิริยาเริ่มตน ทําไดโดยการเก็บตัวอยางสารละลายใน
ชวงเวลา 0 ถึง 20 นาที ไปทดสอบคาการดูดกลืนแสง เพื่อเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานไทโรซีน 
หาปริมาณผลิตภัณฑที่ผลิตได 
   
 4.5.4 การทดสอบเสถียรภาพของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสในการเรงปฏิกิริยา 
 การทดสอบเสถียรภาพของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส ในการเรงปฏิกิริยาไฮโดร ไลซิส 
เปนการทดสอบความสามารถในการเรงปฏิกิริยาซ้ําของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสอิสระ และ
เอนไซมตรึง 
 วิธีทดสอบทําลักษณะเดียวกันกับวิธีในขอ 4.5.3 แตจะใชเวลาในการเรงปฏิกิริยาแตละรอบ
เปน 24 ช่ัวโมง จากนั้นทําการแยกเอนไซมออกมาลางดวยสารละลายบัฟเฟอร เพื่อทดสอบปริมาณ
เอนไซมที่หลุดภายหลังการเรงปฏิกิริยาแตละรอบ จากนั้นนําเอนไซมตรึงไปเรงปฏิกิริยากับสับ   
สเตรทใหม 
 สําหรับกรณีเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสอิสระ จะทําการเติมเคซีน ลงไปใหมในแตละ
รอบของการเรงปฏิกิริยา 
 
 4.5.5 การทดสอบเสถียรภาพของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสในการเก็บรักษา 
 การทดสอบเสถียรภาพของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสในการเก็บรักษาทําไดโดย นํา
เอนไซมอิสระและเอนไซมตรึง ไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิหอง นํา
เอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงไปทดสอบกิจกรรมของเอนไซมตามวิธีในขอ 4.5.3 ทุก ๆ 1 สัปดาห 
เปนเวลา 4 สัปดาห 
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4.6 การศึกษาตรึงเอนไซมไลเปส 
 4.6.1 การตรึงโดยวิธีดูดซับทางกายภาพ (Physical adsorption method) 
 การตรึงเอนไซมไลเปส (lipase) บน RF carbon gels โดยวิธีดูดซับทางกายภาพ สามารถ
แบงไดเปน 3 ขั้นตอนหลักเชนเดียวกันกับการตรึงเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส ดังนี้ 
 ขั้นการเตรียมตัวรองรับ: นํา RF carbon gels ปริมาณ 2 กรัม เติมลงในขวดรูปชมพูที่มี   
เฮปเทน 20 มิลลิลิตร แชไวเปนเวลา 2 ช่ัวโมง 
 ขั้นการตรึงเอนไซม: สําหรับขั้นการตรึงเอนไซมนั้นจะทําการหาชั่วโมงการตรึงที่
เหมาะสมเปนลําดับแรก โดยการเติมเอนไซมไลเปส 0.5 กรัม ลงในขวดรูปชมพูที่มี RF carbon gels 
แชในเฮปเทนจากขั้นตอนแรก จากนั้น กวนดวยเครื่องกวนแมเหล็กที่อุณหภูมิต่ําเปนเวลา 2, 5 และ 
10      ชั่วโมง จากนั้นจะทําการลางเอนไซมตรึงแสดงในขั้นตอนลําดับตอไป  เพื่อหาปริมาณ
โปรตีนที่ตรึงได 
 เมื่อทราบชั่วโมงการตรึงที่เหมาะสมแลว จะทําการทดสอบความสามารถในการรองรับ
ปริมาณเอนไซมของ RF carbon gels โดยทําการตรึงเอนไซมในลักษณะเดียวกัน แตเติมเอนไซมใน
ปริมาณที่ตางกันคือ 0.5 กรัม, 1 กรัม  1.5 กรัม และ 2 กรัม จากนั้นทดสอบหาปริมาณโปรตีนที่ตรึง
ได 

ในการทดลองจะมีการทดสอบผลของแรงเฉือน (shear force) ขณะกวนที่มีตอเอนไซม   
ไลเปสโดยการกวนเอนไซมไลเปสปริมาณ 0.5 กรัมในเฮปเทนโดยใชเวลาการกวนเปน 2, 5 และ 10 
ช่ัวโมง  จากนั้นนําเอนไซมไลเปสไปเรงปฏิกิริยา  ซ่ึงขั้นตอนการเรงปฏิกิริยาจะแสดงในลําดับ
ตอไป 
 ขั้นการลางเอนไซมตรึง: กรอง RF carbon gels ที่มีเอนไซมตรึงอยูออกจากระบบภายหลัง
การตรึงเอนไซม  ใชเฮปเทนลางเอนไซมตรึง 3 คร้ัง  แลวนําน้ําลางไปตรวจหาปริมาณโปรตีนที่
หลุดออกจาก RF carbon gels ในขั้นสุดทาย ทําเอนไซมตรึงใหแหงโดยการตั้งไวที่อุณหภูมิหอง 
แลวจึงนําไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พรอมจะนําไปใช 
 ปริมาณเอนไซมที่ตรึงไดคํานวณไดเชนเดียวกันกับสมการที่ 4.1 
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                รูปที่ 4.5 แสดงขั้นตอนการตรึงเอนไซมไลเปสดวยวิธีดูดซับทางกายภาพบน RF Carbon Gels 
 
 4.6.2 การตรึงโดยวิธีหอหุมภายในเจล (Gel entrapment method) 
 สําหรับการตรึงเอนไซมไลเปสโดยวิธีหอหุมภายในเจลนั้น จะทําการตรึงเฉพาะกับ RF-NS 
gel เชนเดียวกันกับการตรึงเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส โดยเริ่มจากการเตรียมสารละลาย RF ที่มี
อัตราสวน R/F และ C/W เปน 0.5 และ 5.67 โมลตอลูกบาศกเมตร สําหรับกรณีของเอนไซมไลเปส
ที่นํามาตรึงนั้นจะอยูในรูปของผง ดังนั้นจึงไมตองทําการชดเชยปริมาณน้ําเหมือนกับในกรณีการ
ตรึงเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส 
 นําสารละลาย RF ที่เตรียมได 20 มิลลิลิตรแชในอางควบคุมอุณหภูมิ โดยควบคุมไวที่ 60 
องศาเซลเซียส จนกระทั่งสารละลายใกลสูญเสียความเปนของไหล จึงนําออกมาแชอางน้ําเย็นเพ่ือ
ลดอุณหภูมิของสารละลาย เมื่อสารละลายเย็นตัวลง ทําการเติมเอนไซมไลเปส 0.5 กรัม, 1 กรัม, 1.5 
กรัม และ 2 กรัม ลงไป แลวกวนดวยเครื่องกวนแมเหล็กเบา ๆ จากนั้นตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองจน
สารละลายเชิงซอนกลายเปนเจล 
 ทําการลาง RF gel ที่มีเอนไซมอยูดวยเฮปเทน นําน้ําลางไปหาปริมาณโปรตีนที่หลุดออก 
หรืออีกนัยหนึ่งคือปริมาณโปรตีนที่ไมถูกตรึงอยูใน RF gel 
 เอนไซมตรึงถูกทําใหแหงโดยการอบแหงแบบเย็นเยือก (Freeze Drying) ที่อุณหภูมิแชแข็ง 
–40 องศาเซลเซียส 30 นาที และทําการระเหิดที่ –10 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง เอนไซมที่
แหงจะถูกตัดเปนชิ้นขนาดประมาณ 2x2x2 มิลลิเมตร แลวเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พรอมจะ
นําไปใช 
 ปริมาณเอนไซมที่ตรึงไดคํานวณไดเชนเดียวกันกับสมการที่ 4.2 
 

RF carbon gels 2 g 

Immobilized 

Add 0.5 g, 1 g, 1.5 g and 2 g  lipase  

Treated with heptane 2 hr 

Stir by magnetic stirrer at  Trm 10 hr  

Washed with heptane 3 times 
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                  รูปที่ 4.6 แสดงขั้นตอนการตรึงเอนไซมไลเปสดวยวิธีหอหุมในโพรงเจลของ RF-NS Gel 

 
 4.6.3 การวิเคราะหกิจกรรมและอัตราการเรงปฏิกิริยาเริ่มตนของเอนไซมไลเปส 
 กิจกรรมของเอนไซมไลเปส สามารถทดสอบจากการนําเอนไซมไปใชเรงปฏิกิริยา เอส
เทอรริฟเคชั่น(esterification) ระหวาง บิวทานอล กับ กรดบิวทาริค 
 ผสม บิวทานอล ความเขมขน 300 มิลลิโมลาร และ กรดบิวทาริค ความเขมขน 550          
มิลลิโมลาร ใน heptane ปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากนั้นเติมเอนไซมไลเปสอิสระ 50 มิลลิกรัม หรือ
เอนไซมไลเปสตรึงรูป 0.5 กรัม ลงในของผสม  ทําการผสมดวยเครื่องเขยาในแนวระดับ ที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส และความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง  เก็บตัวอยางที่ช่ัวโมง
ตางๆและหยดุการเรงปฏิกิริยาโดยการแชแข็ง  จากนั้นนําตัวอยางไปวิเคราะหหาความเขมขนของ 
บิวทานอล ที่คงเหลืออยูในระบบโดยใชแกสโครมาโทรกราฟกาซ และใชเฮกซะนอล เปนสาร
มาตรฐาน (internal standard)   
 กําหนดให 1 หนวยเอนไซม (enzyme unit) คือปริมาณเอนไซมที่สามารถเรงปฏิกิริยาใช   
บิวทานอล ไป 1 ไมโครโมล ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสภายในเวลา 1 นาที 
 สําหรับการวิเคราะหอัตราการเรงปฏิกิริยาเริ่มตน ทําไดโดยการเก็บตัวอยางสารละลายใน
ชวงเวลา 0 ถึง 20 นาที ไปวิเคราะหหาความเขมขนของ บิวทานอล เชนเดียวกัน 

Resorcinol (R) + Formaldehyde (F) + 
Water (W) + Na2CO3 (C) 

C/W 5.67 mol/m3 

Gel Formation at  60 °C 

Add 0.5, 1, 1.5 and 2 g lipase 
before gel formed 

Stir by magnetic stirrer at  Trm  

Immobilized enzyme 

Washed with heptane 

Freeze drying 
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 4.6.4 การทดสอบเสถียรภาพของเอนไซมไลเปสในการเรงปฏิกิริยา 
 การทดสอบเสถียรภาพของเอนไซมไลเปส ในการเรงปฏิกิริยาเอสเทอรริฟเคชั่น เปนการ
ทดสอบความสามารถในการเรงปฏิกิริยาซ้ําของเอนไซมเชนเดียวกันกับกรณีของเอนไซม           
แอลคาไลนโปรติเอส 
 วิธีทดสอบทําลักษณะเดียวกันกับวิธีในขอ 4.6.4 เมื่อทําการเรงปฏิกิริยาครบรอบคือ 24    
ช่ัวโมงเสร็จสิ้น จะทําการแยกเอนไซมตรึงรูปออกมาลางดวยเฮปเทน เพื่อทดสอบปริมาณเอนไซมที่
หลุดภายหลังการเรงปฏิกิริยาแตละรอบ จากนั้นนําเอนไซมตรึงไปเรงปฏิกิริยากับสับสเตรทใหม 
 ในกรณีของเอนไซมไลเปสอิสระที่อยูในรูปอนุภาคผง สามารถแยกเอนไซมออกจากระบบ
ได  และสามารถเติมลงในสับสเตรทใหม  ซ่ึงจะตางกับกรณีของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส ที่อยู
ในรูปของสารละลาย 
 
 4.6.5 การทดสอบเสถียรภาพของเอนไซมไลเปสในการเก็บรักษา 
 การทดสอบเสถียรภาพของเอนไซมไลเปสในการเก็บรักษาทําไดโดย นําเอนไซมอิสระ
และเอนไซมตรึง ไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิหอง นําเอนไซมอิสระและ
เอนไซมตรึงไปทดสอบกิจกรรมของเอนไซมตามวิธีในขอ 4.6.3 ทุก ๆ 1 สัปดาห เปนเวลา 4 
สัปดาห 
 จากวิธีการทดลองที่กลาวมาทั้งหมดขางตน สามารถสรุปไดดังตารางที่ 4.1 

 

Condition   Samples   

  RF-NS carbon RF-CS carbon RF-NS gel 

1. Preparation       

1.1 C/W of RF solution (mol/m3) 5.67 5.67 5.67 
1.2 Surfactant - cationic surfactant - 
1.3 Gels formation temperature ( ๐C) 60 60 60 

1.4 Aging 60๐C  1 day, Trm 3 days 60๐C  1 day, Trm 3 days - 
1.5 Drying MW drying MW drying Freeze drying 

1.6 Solvent exchange t-butanol t-butanol - 

1.7 Carbonization 750 ๐C   750 ๐C   - 

2. Enzyme immobilization       

1.1 Enzyme Alkaline protease Alkaline protease Alkaline protease 

  Lipase Lipase Lipase 

1.2 Immobilization techniques Physical adsorption Physical adsorption Gel entrapment 
 

ตารางที่ 4.1 แสดงสรุปเงื่อนไขในการเตรียมอารเอฟเจลและ คารบอนเจล และการนําไปใชในการตรึงเอนไซม 



บทที่ 5 
ผลการศึกษาและการอภิปรายผล 

 
 ในบทนีจ้ะกลาวถึงผลและวิเคราะหผลการทดลองอันประกอบไปดวย 2 หัวขอหลักคือ ผล
การเตรียมอารเอฟเจล และคารบอนเจล  ผลการตรึงเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส  และเอนไซม   
ไลเปส  โดยในสวนของผลการเตรียมอารเอฟเจล และคารบอนเจลนั้น จะเปนขอมูลพื้นฐานเพื่อ
นํามาใชประกอบในการวิเคราะหผลความสามารถในการตรึง  การเรงปฏิกิริยา รวมไปถึง
เสถียรภาพของเอนไซมตรึงในลําดับตอไป 
 

5.1 ผลการเตรียมอารเอฟเจล และคารบอนเจล 
  
 ดังที่กลาวไวในสวนของวิธีการทดลองวา อารเอฟคารบอนเจลที่เตรยีมนั้นจะเตรยีมมาจาก
กรรมวิธีที่แตกตางกัน 2 วิธีคือ อารเอฟคารบอนเจลที่เตรียมโดยใชสารลดแรงตึงผิวชนิดแคท          
อิออนิก คือ Trimethylstearylammonium Chloride ในขัน้การทําใหอนุภาคเกดิการกระจายตัว โดย
อารเอฟคารบอนเจลที่เตรียมโดยวิธีนีจ้ะใชสัญลักษณแทนวา RF-CS คารบอนเจล  สําหรับอารเอฟ
คารบอนเจลที่เตรียมอีกวิธีที่แตกตางกันคือ จะไมใชสารลดแรงตึงผิวเขารวมในกระบวนการเตรียม 
โดยอารเอฟเจล และคารบอนเจลที่เตรียมโดยวิธีนีจ้ะใชสัญลักษณแทนวา RF-NS เจลและคารบอน
เจล  โดย RF-NS เจลจะมีความแตกตางจาก RF-NS คารบอน และ RF-CS คารบอน ตรงที่วิธีการทํา
ใหแหงซึ่งจะใชวิธีการทําใหแหงแบบเยน็เยือก (freeze drying) ขณะที่กรณีอ่ืนๆจะใชวิธีการทําให
แหงโดยใชคล่ืนไมโครเวฟ (microwave drying) ทั้งนี้เพื่อประโยชนในการตรึงเอนไซมดวยวธีิ
หอหุมในโพรงเจล สําหรบัปจจัยอ่ืนๆที่มีผลตออารเอฟเจล และคารบอนเจลทั้งสองชนิดนี้จะถูก      
ควบคุมใหมีคาเทากัน อาทอุิณหภูมิในเกดิเจล (gelation temperature) อุณหภูมิและเวลาในการบม 
(aging temperature and aging time)  และเงื่อนไขในการเผา (pyrolysis) เปนตน 
 อารเอฟเจล และคารบอนเจลทั้งสองชนิดจะถูกตรวจสอบสมบัติความเปนรูพรุน ไดแก    
ปริมาตรูพรุนในชวงเมโซพอร    การกระจายขนาดรัศมีรูพรุนในชวงเมโซพอร และคาพื้นที่ผิว BET  
จากผลของ ไอโซเทอมการดูดซับ-คายซับ ไนโตรเจน ที่อุณหภูมิ 77 เคลวิน  และตรวจสอบรปู
สัณฐานโดยการถายภาพจากกลองจุลทรรศนอิเล็คตรอนชนิดสองกราด (Scanning Electron 
Microscope ,SEM) ผลการตรวจสอบลักษณะตางๆแสดงและอธิบายไดดังนี ้
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5.1.1 ผลการตรวจสอบสมบัติความเปนรูพรุนของ อารเอฟเจล และคารบอนเจล 
 
 การตรวจสอบสมบัติความเปนรูพรุนนั้นจะทําการตรวจสอบเฉพาะอารเอฟเจล และ
คารบอนเจลที่ถูกนํามาใชในการตรึงเอนไซมเทานั้นโดยในงานวิจยันี้ไดใชทั้ง RF-CS คารบอน 
และ RF-NS คารบอนในการตรึงเอนไซมดวยวิธีดูดซับทางกายภาพ  แตสําหรบัการตรึงเอนไซม
ดวยวิธีหอหุมในโพรงเจล จะใชเฉพาะ RF-NS เจลในการตรึง เพราะเปนการเตรียมเจลที่งาย และไม
มีสารลดแรงตึงผิว ซ่ึงอาจมีผลในการทําลายสภาพธรรมชาติของเอนไซม  อีกทั้งการเตรียม RF-CS 
เจลยังตองใชน้ําเปนตวัทําละลายในขั้นของการกระจาย ซ่ึงจะทําใหสารละลายเอนไซมที่เติมลงไปมี
ความเจือจางเปนอยางมาก  ดังนั้นจึงไมเหมาะที่จะเลือกใชในการทดลองการตรึงเอนไซม           
แอลคาไลนโปรติเอสดวยวธีิหอหุม   
 
5.1.1.1 ไอโซเทอมการดูดซับ-คายซับ ไนโตรเจน (Nitrogen Adsorption-Desorption Isotherm) 
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รูปที่ 5.1 แสดงไอโซเทอมการดูดซับ-คายซับ ไนโตรเจน ที่อุณหภูมิ 77 เคลวิน ของ RF-CS carbon  RF-NS    

          carbon และ RF-NS gel โดยที่เครื่องหมายทึบคือการดูดซับและเครื่องหมายโปรงคือการคายซับ 
 
 ไอโซเทอมการดูดซับ-คายซับ ของไนโตรเจน ที่อุณหภูม ิ77 เคลวิน ของ RF-CS คารบอน
และ RF-NS คารบอนแสดงดังรูปที่ 5.1 เมื่อพิจารณาลกัษณะของไอโซเทอมจะเหน็ความแตกตาง
อยางเหน็ไดชดั  โดยเฉพาะในชวงที่คาความดันสัมพัทธ (P/P0) มีคาสูงกวา 0.6 ปริมาตรการดูดซบั

P/P0 [-] 
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ไนโตรเจนของ RF-NS คารบอนจะมีคาสงูขึ้นอยางรวดเร็ว  ในขณะทีป่ริมาตรการดูดซับไนโตรเจน
ของ RF-CS คารบอนมีคาคอนขางคงที่ รูปรางลักษณะไอโซเทอมของอารเอฟคารบอนทั้งสองนี้ 
เมื่อจําแนกตาม IUPAC จะจําแนกไอโซเทอมอยูใน Type IV กลาวคอื       โครงสรางของ RF-NS 
คารบอนและ RF-CS คารบอน นั้นมีรูพรุนระดับเมโซพอร  
 เมื่อเปรียบเทียบลักษณะไอโซเทอมของ RF-CS คารบอน กับลักษณะไอโซเทอมของ
คารบอนไครโอเจล ที่ทําการเตรียมดวยการใชสารลดแรงตึงผิวชนิดแคทอิออนิก (C18) และใชน้าํ
เปนตัวทําละลายเชนเดียวกนั ของ Tonanon และคณะ [11] จะพบวามีลักษณะที่ใกลเคียงกัน 
 สําหรับกรณีของ RF-NS เจลนั้นพบวาลักษณะไอโซเทอมที่ไดมีลักษณะเดยีวกันกับ       
RF-CS คารบอน แตจะมีปริมาตรการดูดซบัไนโตรเจนนอยกวาในทกุๆคาความดันสมัพัทธ  จึงอาจ
บอกไดวา RF-NS เจลมีปริมาตรรูพรุนที่นอยกวาทั้ง RF-CS คารบอนและ RF-NS คารบอน และรู
พรุนของ RF-NS เจลนั้นจะอยูในชวงไมโครพอร 
 
5.1.1.2 ปริมาตรรูพรุนระดบัเมโซพอร (Mesopore volume) 
 
 การคํานวณหาปริมาตรรูพรุนในชวงเมโซพอร สามารถคํานวณไดดวยระเบยีบวิธี 
Dollimore และ Heal จากคาไอโซเทอมการคายซับของไนโตรเจน เมื่อพิจารณาปริมาตรรูพรุน
ระดับเมโซพอร (Vmeso) ของ RF-CS คารบอน RF-NS คารบอน และ RF-NS เจล แสดงดังตารางที่ 
5.1 จะเห็นวา RF-NS คารบอนมีปริมาตรรูพรุนระดับเมโซพอรสูงกวาอารเอฟตัวอ่ืนๆอยางชัดเจน 
โดยมีคา Vmeso เปน 0.81 cm3/g ขณะที่ RF-CS คารบอน และ RF-NS เจลมีคาเปน 0.21 cm3/g และ 
0.15cm3/g ตามลําดับ 
 

Sample Mesopore volume 

(Vmes , cm3/g) 

Surface area 

(SBET , m2/g) 

Rp 
(nm) 

RF-CS carbon 0.21 518 2.0 
RF-NS carbon 0.81 550 7.2 

RF-NS gel 0.15 214 1.7 
 
ตารางที่ 5.1 แสดงคาสมบัติความเปนรูพรุนของ RF-CS carbon  RF-NS carbon และ RF-NS gel 
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5.1.1.3 การกระจายขนาดรูพรุนในชวงเมโซพอร (Mesopore Size Distribution) 
 

ผลการวิเคราะหการกระจายขนาดรูพรุนในชวงเมโซพอรแสดงดังรูปที ่ 5.2 จะเห็นวา RF-
NS คารบอน มีการกระจายขนาดรัศมีรูพรุนในชวงเมโซพอรเปนชวงกวาง โดยมีคารัศมีรูพรุนสวน
ใหญอยูระหวาง 4 ถึง10 nm  ในขณะที่ RF-CS คารบอน มีการกระจายขนาดรัศมีรูพรุนในชวงเมโซ
พอรเปนชวงแคบกวา และคาสูงสุดของการกระจายขนาดรัศมีรูพรุน (Rp) มีคานอยมากโดยนอยกวา 
RF-NS คารบอน ประมาณ 4 เทา ซึ่งผลของการกระจายขนาดรัศมีรูพรุนนี้แสดงใหเห็นวา RF-NS 
คารบอนมีรูพรุนระดับเมโซพอรเปนสวนใหญ และขนาดของรูพรุนสวนใหญมีขนาดใหญกวา
ขนาดรูพรุนของ RF-CS คารบอน  และเมื่อพิจารณาเปรียบเทียบ RF-CS คารบอนกับ คารบอน   
ไครโอเจลที่เตรียมโดย Tonanon และคณะ [11] จะพบวาคา Rp ของ RF-CS คารบอน จะมีคานอย
กวาคา Rp ของคารบอนไครโอเจลที่มีคาเปน 6 nm  ทั้งนี้อาจเปนผลมาจากวิธีการทําให RF-CS เจล
ใหแหงที่มีความแตกตางกัน กลาวคือคารบอนไครโอเจลนั้นผานกระบวนการทําใหแหงแบบเยน็
เยือก ในขณะที่ RF-CS คารบอนผานกระบวนการทําใหแหงโดยคลื่นไมโครเวฟ  โอกาสการยุบตวั 
(shrinkage) ของโครงสรางรูพรุนของ RF-CS เจลมีมากกวาไครโอเจล  ดังนั้นภายหลังการเผาที่
อุณหภูมิสูง (pyrolysis) RF-CS คารบอนที่เตรียมไดจึงมีขนาดรพูรุนระดับเมโซพอรที่ต่ํากวา
คารบอนไครโอเจล  นอกจากวิธีการทําใหแหงที่จะสงผลตอ RF คารบอนที่เตรียมไดแลว  อุณหภมูิ
และระยะเวลาในการบม ยังเปนปจจยัที่อาจสงผลใหโครงสรางรูพรุนที่เตรียมได มีความแตกตางกัน 

เมื่อพิจารณาการกระจายขนาดรัศมีรูพรุนของ RF-NS เจล ดังรูปที่ 5.2 จะพบวาการกระจาย
ขนาดรัศมีรูพรุนจะอยูในชวงที่แคบ และมีคา Rp ต่ําอยูที่ 1.7 nm  ทั้งนี้การที่ปริมาตรการดูดซับ
ไนโตรเจนของ RF-NS เจลมีคาต่ําเมื่อเปรียบเทียบกับอารเอฟตัวอ่ืนๆ  เนื่องจาก RF-NS เจล ยังไม
ผานกระบวนการเผาเพื่อกําจัดสารอินทรีย และตวัทําละลายตางๆออกจากโครงสราง  ลักษณะความ
พรุนของ RF-NS เจลจึงมีนอยกวา RF-NS คารบอน 
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รูปที่ 5.2 แสดงการกระจายขนาดรัศมีรูพรุนในชวงเมโซพอร ของ RF-CS carbon  RF-NS carbon  

                              และ RF-NS gel 
 
5.1.1.4 พื้นท่ีผวิ BET (BET Surface Area)  
 

ขนาดพื้นที่ผิว BET ของ RF-CS คารบอน RF-NS คารบอน และ RF-NS เจล แสดงดัง      
ตารางที่ 5.1 โดยพบวาพื้นที่ผิว BET ของ RF-NS คารบอนมีคาสูงกวา RF-CS คารบอนเล็กนอย 
โดยมีคาเปน 550 m2/g และ 518 m2/g ตามลําดับ  ในขณะที ่RF-NS เจล มีคาต่ํากวา RF-NS คารบอน
และ RF-CS คารบอน โดยมีคาเปน 214 m2/g  ทั้งนี้เปนเพราะกระบวนการเผาจะทําใหลักษณะ
พื้นผิวเปลี่ยนแปลงไป ซ่ึงโดยทัว่ๆไปจะทําใหมีพืน้ที่ผิวสูงขึ้น 
 
5.1.2 ผลการตรวจสอบรูปสัณฐานของ อารเอฟเจล และคารบอนเจล 
 
 ลักษณะพื้นผิวของ RF-CS คารบอน RF-NS คารบอน และ RF-NS เจล สามารถตรวจสอบ
ไดจากภาพถาย SEM  ที่กําลังขยาย 50,000 เทา  จากรปูที่ 5.3 เมื่อเปรียบเทียบลักษณะพื้นผิวของ 
RF-CS คารบอน (รูป a) กับ RF-NS คารบอน (รูป b) พบวาทั้ง RF-NS คารบอน และ RF-CS 
คารบอนมีลักษณะพื้นผิวที่เปนรูพรุนอยูทัว่ และเมื่อเปรียบเทียบลักษณะพืน้ผิวของ RF-CS 
คารบอน กับคารบอนไครโอเจลจากงานวิจยัของ Tonanon และคณะ [11] จะพบวามคีวามแตกตาง
กัน  โดยคารบอนไครโอเจลจะพบโพรงที่มีขนาดใหญในระดับแมคโครพอรในขณะที ่ RF-CS 
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คารบอนไมสามารถตรวจพบ  ทั้งนี้อาจเปนเพราะในกระบวนการเผาเพื่อใหได RF-CS คารบอน 
เกิดการยุบตัวของโครงสรางรูพรุนมากกวาจึงทําใหชองวางขนาดใหญที่อาจเกิดขึน้ยบุตัวลง  สาเหตุ
ของการยุบตัวนั้นเนื่องมาจากกระบวนการทําใหแหงที่ใชคล่ืนไมโครเวฟดังอธิบายไวในตอนตน 
 
 

       
 

รูปที่ 5.3 แสดงภาพถาย SEM ของ RF carbon a) RF-CS carbon  และ b) RF-NS carbon ที่กําลังขยาย  
50,000 เทา 

 
 ลักษณะพื้นผิวของ RF-NS เจลแสดงดังรูปที่ 5.4 ซ่ึงจะพบวาพื้นผิวมีความพรุนอยูบาง  โดย
มีพื้นผิวบางสวนที่มีการอดัแนนของอนภุาคคารบอน  ซ่ึงอาจสงผลตอปริมาตรรูพรุน ขนาดรูพรุน
และพื้นที่ผิวของ RF-NS เจล 

 

 
 

รูปที่ 5.4 แสดงภาพถาย SEM ของ RF-NS gel ที่กําลังขยาย 50,000 เทา 
 

คุณสมบัติความเปนรูพรุนของ RF-CS คารบอน RF-NS คารบอน และ RF-NS เจล สามารถ
สรุปไดดังตารางที่ 5.1 เมื่อเปรียบเทียบกนัระหวาง RF-CS คารบอน และRF-NS คารบอน ที่จะ
นําไปประยุกตใชในการตรึงเอนไซมดวยวธีิดูดซับทางกายภาพ มีความเปนไปไดวา RF-NS 

a b 
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คารบอนจะสามารถตรึงเอนไซมไดอยางมปีระสิทธิภาพกวา RF-CS คารบอนเนื่องจาก RF-NS 
คารบอนมีขนาดรูพรุนระดบัเมโซพอร  ปริมาตรรูพรุนระดับเมโซพอร และพื้นที่ผิวBET สูงกวา  
อยางไรก็ดยีังขึ้นอยูกับลักษณะการยึดตวัของโครงรูปเอนไซมแตละชนิดดวย วามีความเหมาะสม
กับพื้นผิวนั้นๆหรือไม  เชนเดียวกับกรณีของ RF-NS เจลที่ถึงแมจะมีขนาดรูพรุนระดับเมโซพอร  
ปริมาตร    รูพรุนระดับเมโซพอร และพื้นที่ผิวBET ต่ํากวาอารเอฟคารบอน  แตดวยวิธีการตรงึ
เอนไซมที่แตกตางกันก็อาจสงผลตอประสิทธิภาพในการตรึงเอนไซมแตกตางกันได  โดยผลการ
ตรึงเอนไซม และคุณสมบัติของเอนไซมตรึงรูป จะแสดงในลําดับตอไป 

 
5.2 ผลการตรงึเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส และเอนไซมไลเปส 
  
 ในสวนของการตรึงเอนไซมนั้น จะแบงผลการทดลองออกเปนสองสวนใหญๆ คือการตรึง
เอนไซมดวยวธีิดูดซับทางกายภาพ (Physical adsorption) และการตรึงเอนไซมดวยวิธีหอหุมใน
โพรงเจล (Gel entrapment) โดยเอนไซมตรึงรูปที่ไดจากการตรึงทั้งสองวิธีนี้ จะผานการทดสอบ
ความสามารถในการตรึงเอนไซม ความสามารถในการเรงปฏิกิริยา รวมถึงเสถียรภาพของเอนไซม
ตรึงรูป โดยมีรายละเอียดดังตอไปนี ้
 
5.2.1 ผลการตรึงดวยวิธีดดูซับทางกายภาพ 
5.2.1.1  ผลการทดสอบปริมาณโปรตีนท่ีตรึงบนอารเอฟคารบอนเจล 
  
 ผลปริมาณโปรตีน จากการนําเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสมาตรึงบนอารเอฟคารบอนเจล
ทั้งชนิดที่เตรียมมาจากการใชสารลดแรงตึงผิวชนิดแคทอิออนิค (RF-CS) และอารเอฟคารบอนเจล
ชนิดที่เตรียมโดยไมใชสารลดแรงตึงผิว (RF-NS) โดยใชความเขมขนของเอนไซมแอลคาไลน     
โปรติเอส 10% โดยปริมาตรของสารละลายเอนไซมเร่ิมตน แสดงดังรูปที่ 5.5 โดยวธีิการวิเคราะห
ปริมาณโปรตีน ใชวิธีของลอรี่ (Lowry Assay) จากรูปจะเห็นไดวาเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส
สามารถตรึงบนอารเอฟคารบอนทั้งสองชนิดไดแตกตางกันคือ  RF-NS คารบอนมีปริมาณเอนไซม
ที่ถูกตรึงมากกวา RF-CS คารบอนโดยที่ช่ัวโมงที่ 10 ของการตรึงเอนไซม มีปริมาณโปรตีนที่เกาะ
อยูบน RF-NS คารบอน และ RF-CS คารบอน เปน 431.42 μg protien/ g support และ 73.59 μg 
protien/ g support ตามลําดบั (น้ําหนักอารเอฟคารบอนที่ใชในการตรึงเปน 3 g)  ซ่ึงคิดเปน 76.25% 
และ 13.01% ของปริมาณโปรตีนเริ่มตนตามลําดับ  โดยระยะเวลาในการตรึงเอนไซมที่เหมาะสม
เปน 5 ชัว่โมง  จากผลการตรึงนี้พบวาเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสที่ตรึงบน RF-NS คารบอน มี
เปอรเซ็นตการตรึงสูงกวาเมือ่เปรียบเทียบกับงานวจิัยของ Abdel-Naby และคณะ [33] ที่ศึกษาการ
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ตรึงเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสบนไคโตซาน ที่สามารถตรึงได 18.8%  ของปริมาณโปรตีน
เร่ิมตน 

สําหรับเอนไซมไลเปส    ผลปริมาณโปรตีนจากการนําเอนไซมไลเปส   0.5 g     มาตรึงบน 
RF-CS คารบอน และ RF-NS คารบอน แสดงดังรูปที่ 5.6 

จากรูปพบวา เมื่อที่เวลาผานไปปริมาณโปรตีนที่ตรึงติดทั้งบน RF-NS คารบอนและ RF-
CS  คารบอน มีปริมาณเพิ่มขึ้น แตเมื่อเวลาการตรึงมากกวา 5 ช่ัวโมง ปริมาณโปรตนีที่ตรึงติดบน 
RF-NS คารบอนลดนอยลง  ดังนั้นเวลาทีด่ีที่สุดในการตรึงเอนไซม    ไลเปสบน RF-NS คารบอน
คือประมาณ 5 ช่ัวโมง 

เมื่อเปรียบเทียบผลการตรึงเอนไซมไลเปสบน RF-NS คารบอนและ RF-CS คารบอน 
พบวาปริมาณโปรตีนที่ตรึงติดบน RF-NS คารบอนมีมากกวา ที่ตรึงติดบน RF-CS คารบอนโดยที ่    
ชั่วโมงที่ 5 ปริมาณโปรตีนที่ตรึงติดบน RF-NS คารบอนเปน 13.12 mg protein คิดเปน 56.21% 
ของปริมาณโปรตีนเริ่มตนในขณะที่บน RF-CS คารบอนเปน 7.11 mg protein คิดเปน 30.46% ของ
ปริมาณโปรตีนเริ่มตน จากผลของปริมาณโปรตีนนีแ้สดงใหเห็นวา RF-NS คารบอน สามารถตรึง
เอนไซมไลเปสไดดีกวา RF-CS คารบอน 

จากผลการตรึงเอนไซมไลเปสบน RF-NS คารบอนนี้เมื่อเปรียบเทียบกับงานวจิัยของ 
Oliveira และคณะ [37] ที่ตรึงเอนไซมไลเปสจาก Candida rugosa บน STYDVB copolymerที่ตรึง
เอนไซมได 91.6% ของปริมาณโปรตีนเริ่มตน  พบวายังสามารถตรึงเอนไซมไดนอยกวา แต
สามารถตรึงไดมากกวาเมื่อเทียบกับงานวจิัยของ Murray และคณะ[30] ที่ตรึงเอนไซมชนิดเดยีวกนั
นี้บน Polystyrene latex particle ที่ 0.6% w/v สามารถตรึงเอนไซมได 43% ของปริมาณโปรตีน
เร่ิมตน 

การที่ทั้งเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสและเอนไซมไลเปส สามารถตรึงบนอารเอฟ
คารบอนทั้งสองชนิดไดแตกตางกันเปนเพราะคุณสมบตัิความเปนรูพรุนของ RF-NS คารบอนและ 
RF-CS คารบอนที่แตกตางกัน จากผลการทดสอบคุณสมบัติความเปนรูพรุนของอารเอฟคารบอน
ทั้งสองชนิด ดังแสดงในหวัขอ 5.1.1 จะเห็นไดวา RF-NS คารบอนมีปริมาตรรูพรุนในระดับเมโซ 
และพื้นที่ผิวสูงกวา RF-CS คารบอน อีกทั้งเมือ่พิจารณาลักษณะการกระจายตัวของรูพรุน
เปรียบเทียบกนัยังพบวา  RF-NS คารบอน จะมีขนาดรูพรุนสวนใหญอยูในชวง 5-8 nm ในขณะที่ 
RF-CS คารบอน มีขนาด  รูพรุนอยูในชวง 2-3 nm เทานั้น เมื่อพิจารณาจากขนาดของเอนไซมซ่ึง
พบวา เอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสมีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 4 nm ในขณะที่เอนไซมไล
เปสมีขนาดเปน 6.82x6.86x5.21 nm จงึสงผลใหเอนไซมไมสามารถเขาไปในรูพรุนของ RF-CS 
คารบอนไดเตม็ที่  จากขอมูลดังกลาวจึงอาจบอกไดวาเอนไซมที่ตรึงบน RF-NS คารบอน นาจะตรงึ
ไดทั้งในรูพรุนของคารบอน และทีพ่ื้นผิวดานนอกของคารบอน  ในขณะทีเ่อนไซมที่ตรึงบน RF-
CS คารบอน นาจะตรึงที่พืน้ผิวภายนอกของคารบอน ไมสามารถเขาไปในรูพรุนทีม่ีขนาดเล็กได 
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ทั้งนี้เมื่อเปรียบเทียบการตรงึเอนไซมไลเปส และเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสดวยวิธีดดู
ซับทางกายภาพ บน RF-NS คารบอนเหมือนกัน พบวา RF-NS คารบอนสามารถตรึงเอนไซม     
แอลคาไลนโปรติเอสไดดีกวาเอนไซมไลเปส  อาจเนื่องมาจากสภาพของเอนไซมที่แตกตางกนั  
เอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสมีลักษณะเปนสารละลาย ในขณะที่เอนไซมไลเปสอยูในรูปสาร
แขวนลอยในเฮปเทน  การถายเทมวลของเอนไซมเขาไปตรึงบน RF-NS คารบอนนั้น ตองมกีาร
ถายเทมวลขามเฟส  จึงมีขอจํากัดมากกวาเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส 
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รูปที่ 5.5 แสดงปริมาณโปรตีน(แอลคาไลนโปรติเอส) ที่ถูกตรึงบน RF-CS และ RF-NS carbon 3 กรัม ที่ 
               เวลาตางๆ 
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     รูปที่ 5.6 แสดงปริมาณโปรตีน(ไลเปส) ที่ถูกตรึงบน RF-NS carbon และ RF-CS carbon 2 กรัมที่เวลาตางๆ 
 
 การวิจยัไดทําการทดสอบปริมาณเอนไซมที่หลุดภายหลังจากทําการตรึงที่ช่ัวโมงที่ 10 โดย
การนําเอนไซมตรึงไปลางดวยสารละลายบัฟเฟอร 3 คร้ังสําหรับเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส และ
ลางดวยเฮปเทน 3 คร้ัง สําหรับเอนไซมไลเปส ซ่ึงพบการหลุดของเอนไซมเปนปริมาณไมมากนัก 
โดยเอนไซมทีต่รึงบน RF-CS คารบอนจะมกีารหลุดของเอนไซมจากการลางดวยสารละลาย        
บัฟเฟอรมากกวาการตรึงบน RF-NS คารบอนเล็กนอย โดยผลการทดสอบแสดงดังตารางที่ 5.2 และ 
5.3 
 

การลางดวยสารละลายบัฟเฟอร 
(จํานวนครั้ง) 

ปริมาณโปรตีนที่หลุดจาก 
RF-CS คารบอน 

(μg protein/g support) 

ปริมาณโปรตีนที่หลุดจาก 
RF-NS คารบอน 

(μg protein/g support) 
1 20.66 13.74 
2 9.18 11.51 
3 5.77 7.38 

รวม 35.61 32.63 
  

ตารางที่ 5.2 แสดงปริมาณโปรตีน(แอลคาไลนโปรติเอส)ที่หลุดจาก RF-CS carbon และ  RF-NS carbon  
    จากการลางดวยสารละลายบัฟเฟอร 3 ครั้ง 
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การลางดวยเฮปเทน           
(จํานวนครั้ง) 

ปริมาณโปรตีนที่หลุดจาก 
RF-CS คารบอน  

(mg protein/g support) 

ปริมาณโปรตีนที่หลุดจาก 
RF-NS คารบอน  

(mg protein/g support) 
1 0.59 0.44  
2 0.23 0.31  
3 0.20 0.18  

        รวม 1.02 0.93 

 
ตารางที่ 5.3 แสดงปริมาณโปรตีน(ไลเปส) ที่หลุดจาก RF-CS carbon และ  RF-NS carbon จากการลาง 

    ดวยเฮปเทน 3 ครั้ง 
 

 ส่ิงสําคัญประการหนึ่งที่ควรคํานึงถึง ในการตรึงเอนไซมนั่นคือผลของวิธีการตรึงที่มีตอ   
กิจกรรมของเอนไซมในระหวางตรึงเอนไซม ซ่ึงอาจอยูในรูปของแรงเฉือน (shear force) อันเปน
ผลจากการที่เอนไซมโดนแรงสั่นสะเทือนเปนเวลานาน หรือผลของอุณหภูมทิี่ใชในการตรึง
เอนไซม  งานวิจยันีจ้ึงทําการทดสอบผลกระทบดังกลาว โดยทาํการเขยาเอนไซมที่ความเร็วรอบ 
อุณหภูมิ และเวลาเชนเดยีวกันกับการตรงึเอนไซม และนํามาทดสอบกิจกรรมของเอนไซมทุกๆ    
ชั่วโมงไดผลแสดงดังรูปที่ 5.7 
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รูปที่ 5.7 แสดงผลของวิธีการตรึงดวยวิธีดูดซับทางกายภาพที่มีตอกิจกรรมของเอนไซมแอลคาไลน 
   โปรติเอส อิสระ และเอนไซมไลเปสอิสระ 
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 จากรูป 5.7 จะเหน็ไดวาวิธีการตรึงที่ทําการตรึงเอนไซมนั้นสงผลตอกิจกรรมของเอนไซม   
ไมมากนกั  โดยเอนไซมไลเปสมีการสูญเสียกิจกรรมมากกวาเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสเล็กนอย 
ภายหลังการทดสอบ 10 ช่ัวโมง   
 
5.2.1.2 ผลการทดสอบความสามารถในการจุเอนไซมของอารเอฟคารบอนเจล 
 

จากผลการตรึงเอนไซมในหวัขอ 5.2.1.1   จึงสนใจเลือกเฉพาะการตรึงเอนไซมแอลคาไลน 
โปรติเอสและเอนไซมไลเปสบน RF-NS คารบอนมาทดสอบความสามารถในการจุเอนไซม  โดย
ทําการทดสอบการตรึงที่ความเขมขนหรือปริมาณของเอนไซมที่แตกตางกัน  ผลการทดสอบ แสดง
ดังรูปที่ 5.8 และ 5.9 
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รูปที่ 5.8 แสดงปริมาณโปรตีน(แอลคาไลนโปรติเอส) ที่ถูกตรึงบน RF-NS carbon 2 กรัม ที่ความ      

เขมขนเอนไซม แอลคาไลนโปรติเอสคาตางๆ 
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รูปที่ 5.9 แสดงปริมาณโปรตีน(ไลเปส) ที่ถูกตรึงบน RF-NS carbon 2 กรัม ที่ปริมาณเอนไซม ไลเปส 

 คาตางๆ 
 

จากรูปที่ 5.8 และ 5.9 จะเห็นวา RF-NS คารบอน สามารถตรึงเอนไซม  ไดมากขึ้นเมื่อ
ความเขมขนหรือปริมาณของเอนไซมสูงขึ้นจนกระทั่งถึงคาที่เปนขีดจาํกัดความจุของ RF-NS 
คารบอน  โดย RF-NS คารบอนสามารถตรึงเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสสูงสุดที่ความเขมขน
เอนไซม 50% ของความเขมขนเอนไซมเร่ิมตน และมีปริมาณโปรตีนทีต่รึงได 702.90 μg protein/ g 
support  และสามารถตรึงเอนไซมไลเปสไดสูงสุดที่ 2 กรัมไลเปส  โดยมีปริมาณโปรตีน ที่ตรึงได  
24.91  mg protein/ g support 
 
5.2.1.3  ผลการทดสอบอัตราการเรงปฏิกิริยาเริ่มตน 
  
 การทดสอบความสามารถของเอนไซมตรึงรูปประการแรก คือการทดสอบอัตราการเรง
ปฏิกิริยาเริ่มตนของเอนไซมตรึงรูป เปรียบเทียบกับเอนไซมอิสระ  โดยการทดสอบในกรณีของ
เอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส สามารถทดสอบจากปฏิกิริยาไฮโดรลซิิสของสารละลายเคซีน โดย
ใชเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสอิสระ หรือเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสตรึงรูปเปนตัวเรง
ปฏิกิริยา ภายใตสภาวะการเรงปฏิกิริยาคือ อุณหภูมิ 45 ºC เปนเวลา 20 นาที  และทําการเขยาดวย
ความเร็ว 150 รอบตอนาที เพื่อชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการแพรของโมเลกุลของสับสเทรตไปยัง
เอนไซม โดยเฉพาะในกรณีของเอนไซมตรึงรูป ปริมาณผลิตภัณฑคือไทโรซีนสามารถวิเคราะห
จากการวัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอยาง ที่ความยาวคลื่น 280 nm  เปรียบเทียบคากับ
กราฟมาตรฐานของไทโรซีนดังแสดงในภาคผนวก ก  
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การทดสอบอัตราการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมไลเปส         เปนการเรงปฏิกิริยาในระบบที่มี 
ตัวทําละลายอนิทรีย จะแตกตางจากการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสที่ทําปฏิกิริยา
ในสภาวะที่มนี้ําเปนตวัทําละลาย  ถาเอนไซมไลเปสตรึงรูปสามารถเรงปฏิกิริยาไดดี นั่นหมายถงึ
ความเปนไปไดในการนําอารเอฟคารบอน ไปใชในการตรึงเอนไซมที่ใชเรงปฏิกิริยาในระบบที่มีตวั
ทําละลายอินทรีย  ซ่ึงจะสามารถประยุกตใชอารเอฟคารบอนในขอบเขตที่กวางขึ้นได  

ในงานวิจยันี้ทดสอบอัตราการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมไลเปส ดวยปฏิกิริยาเอสเทอร         
ริฟเคชั่นระหวางบิวทานอล และกรดบวิทาริค โดยมีเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา และมี     
เฮปเทนเปนตวัทําละลาย ภายใตสภาวะการทําปฏิกิริยาคือเขยาในแนวระดับดวยความเร็วรอบ 150
รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง  วิเคราะหหาความเขมขนของ         
บิวทานอลที่คงเหลืออยูในระบบโดยใชแกสโครมาโทรกราฟ และใชเฮกซะนอลเปนสารมาตรฐาน  
กราฟมาตรฐานของ      บิวทานอลแสดงในภาคผนวก ข 
 จากการทดสอบการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสอิสระ และเอนไซม     
ไลเปสอิสระ แสดงดังรูปที ่ 5.13 และ 5.14 จากผลการทดสอบจะเห็นไดวาปฏิกริิยาทั้งปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิสเคซีน และปฏิกิริยาเอสเทอรฟิเคชัน ดําเนนิปฏิกิริยาไดเร็วมากในชวงตนของปฏิกิริยา
คือชวง 0 ถึง 20 นาที  
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 รูปที่ 5.10 แสดงปริมาณไทโรซีนที่เกิดขึ้นในชวงการเรงปฏิกิริยาเริ่มตน  จากการเรงปฏิกิริยาของ 

                 เอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสอิสระที่ 45๐C, 5 นาที และ 150 รอบตอนาที 
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รูปที่ 5.11 แสดงปริมาณบิวทานอลที่ถูกใชไปในชวงการเรงปฏิกิริยาเริ่มตนจากการเรงปฏิกิริยา 
                 เอสเทอรริฟเคชั่นของเอนไซมไลเปสอิสระ ที่ 37๐C, 180 นาที และ 150 รอบตอนาที 

 
 

 สําหรับเอนไซมตรึงรูป สามารถทดสอบอัตราการเรงปฏิกิริยาเริ่มตนดวยวิธีเชนเดียวกับ
เอนไซมอิสระ  กิจกรรมจําเพาะ (specific activity) ของเอนไซมในชวงอัตราการเรงปฏิกิริยาเริ่มตน
นี้ แสดงดังตารางที่ 5.4  โดยนยิามของยูนิตแอคทวิิตี้ (unit activity) ของเอนไซมแอลคาไลน        
โปรติเอสคือ ปริมาณไทโรซีนที่ผลิตไดในหนวยไมโครกรัมในเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส และมีคาพีเอชเปน 10.5  สวนนิยามของยูนิตแอคทิวิตี้ของเอนไซมไลเปสคือปริมษรบิวทา
นอลที่ถูกใชไปในหนวยมิลลิโมล ในเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
 

Condition Specific activity of alkaline protease Specific activity of Lipase 

  (units/ml-mg protein) (units/ml-mg protein) 
Natural enzyme 50.58 9.69 

Adsorbed on RF-CS carbon 103.80 13.04 
Adsorbed on RF-NS carbon 8.08 12.81 

 
ตารางที่ 5.4 แสดงกิจกรรมจําเพาะของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสอิสระ  และเอนไซมไลเปส  

 
 จากผลการทดสอบพบวาเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสและเอนไซมไลเปสที่ตรึงบน RF-
CS คารบอน มีความสามารถในการเรงปฏิกิริยาไดสูงกวาทั้งเอนไซมที่ตรึงบน RF-NS คารบอน 
หรือแมกระทั่งเอนไซมอิสระ  ทั้งนี้อาจเปนผลมาจากการยึดตัวระหวางโมเลกุลของเอนไซม       
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แอลคาไลนโปรติเอสกับพื้นผิว RF-CS คารบอน ทําใหโครงรูป (conformation) ของเอนไซม      
แอลคาไลนโปรติเอสมีความเหมาะกับโมเลกุลของเคซีนมากขึ้น  อีกทั้งจากขอสันนิษฐานเบื้องตน
ที่วา เอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสนาจะถูกตรึงไวเฉพาะที่พื้นผิวดานนอกของ RF-CS คารบอน 
แทนที่จะเขาไปในรูพรุน จึงสามารถตัดประเด็นขอจํากัดในการแพรของโมเลกุลของสับสเทรตเขา
ไปยังโมเลกุลของเอนไซมออกไปได 
 สําหรับกรณีของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสที่ตรึงบน RF-NS คารบอนนั้น มีอัตราการ
เรงปฏิกิริยาเริ่มตนนอยกวาทั้งสองกรณี  อาจเปนสาเหตุมาจากเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสที่ตรึง
บน RF-NS คารบอนนี้ สวนใหญนาจะถูกตรึงอยูในรพูรุนของคารบอน ซ่ึงอาจทําใหเกิดการเบียด
บังกันเองของโมเลกุลเอนไซม  ประสิทธิภาพในการเรงปฎิกิริยาของเอนไซมจงึมีไมเต็มที่  
 จากตารางที่ 5.4 พบวาเอนไซมไลเปสที่ตรึงบน RF-CS คารบอน และ RF-NS คารบอน มี
กิจกรรมจําเพาะสูงกวาเอนไซมไลเปสอิสระ ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากเอนไซมไลเปสอิสระที่อยูในรปู
สารแขวนลอยในเฮปเทนนั้น มีการกระจายตัวทีไ่มดี ซ่ึงตางจากเอนไซมตรึงรูป  ดังนั้นอัตราเรง
ปฏิกิริยาของเอนไซมไลเปสอิสระ จึงนอยกวาเอนไซมตรึงรูปในทุกกรณ ี
 
5.2.1.4  ผลการทดสอบเสถียรภาพในการเรงปฏิกิริยา 
 
 คุณสมบัติที่สําคัญของเอนไซมตรึงรูปประการหนึ่ง คือความสามารถในการรักษา
เสถียรภาพของเอนไซมใหคงไวไดมากที่สุด เพื่อความสามารถในการนําเอนไซมตรงึรูปกลับไปใช
เรงปฏิกิริยากบัสับสเทรตใหมได  การทดสอบเสถียรภาพของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสอิสระ 
และเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสตรึงรูป จะมวีิธีการที่แตกตางกันบางในแงของการใชเอนไซมเรง
ปฏิกิริยาซํ้ากับสับสเทรตใหม  โดยในสวนของเอนไซมตรึงรูปนั้น เมื่อทําการเรงปฏิกิริยาในแตละ
รอบเสร็จสิ้น จะทําการแยกเอนไซมตรงึรูปออกจากสารผสม จากนั้นนําเอนไซมตรงึรูปไปลางดวย
สารละลายบัฟเฟอรเพื่อตรวจสอบปริมาณโปรตีนที่หลุดออกภายหลังการทําปฏิกิริยา แลวจึงนาํ
เอนไซมตรึงรูปไปเรงปฏิกิริยากับสับสเทรตใหม  แตในกรณีของเอนไซมอิสระนั้น การแยก
เอนไซมออกมาจากสารผสมเปนไปไดยาก  ในงานวิจยันี้จึงใชวิธีการเติมสับสเทรตเขมขนเพิ่มเขา
ไปแทนสับสเทรตที่ถูกใชในการดําเนินปฏิกิริยา ภายใตสมมติฐานที่วาสับสเทรตถูกใชหมดไป
ภายหลังจากการเรงปฏิกิริยาเปนระยะเวลายาวนานในแตละรอบปฏิกิริยา สาเหตุที่ตองใชสับสเทรต  
เขมขนนั้นกเ็พือ่ควบคุมปริมาตรของระบบใหคงที่มากทีสุ่ด ซ่ึงจะไมสงผล หรือสงผลนอยตอการ
เรงปฏิกิริยาของเอนไซม  สําหรับรอบการทดสอบเสถียรภาพของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสนี้
คือ 6 ชั่วโมงตอหนึ่งรอบ 

สําหรับการทดสอบเสถียรภาพในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมไลเปสอิสระ   สามารถทําได 
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งายกวาเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส ทั้งนี้เพราะเอนไซมมีลักษณะเปนสารแขวนลอย ไมละลายใน
ตัวทําละลาย จึงสามารถกรองแยกออกมาไดงาย และนาํไปใชเรงปฏิกิริยาใหมได ทําใหสามารถ
ควบคุมปจจยัในการเรงปฏิกริิยาแตละครั้งไดเหมือนกัน  โดยการทดสอบเสถียรภาพในการเรง
ปฏิกิริยาของเอนไซมไลเปสนี้จะใชรอบการเรงปฏิกิริยาคือ 24 ช่ัวโมงตอ 1 รอบ แตชวงเวลาที ่   
สนใจคือชวงเวลา 0-20 นาทีซ่ึงเปนชวงการเรงปฏิกิริยาเริ่มตน 
 ผลการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสอิสระ แอลคาไลนโปรติเอสตรึงรูป 
เอนไซมไลเปสอิสระ และเอนไซมไลเปสตรึงรูป แสดงอยูในภาคผนวกที่ จ.5 ถึง จ.7 และ ฉ.5 ถึง 
ฉ.7 ตามลําดับ โดยในชวงเวลาการดําเนินปฏิกิริยา 0 ถึง 5 นาที ปฏิกริิยาจะดําเนนิไปอยางรวดเรว็ 
โดยเฉพาะในการเรงปฏิกิริยารอบแรก   
              การเปรียบเทยีบเสถียรภาพในการเรงปฏิกริิยา ของเอนไซมอิสระกับเอนไซมตรึงสามารถ
ทําไดโดยการนําคาอัตราการเรงปฏิกิริยาเริ่มตน ในแตละรอบการเรงปฏิกิริยาของแตละเอนไซมมา
เปรียบเทียบในแงของกิจกรรมสัมพัทธ (Relative activity) โดยใหอัตราการเรงปฏิกิริยาเริ่มตนของ
รอบแรกของการเรงปฏิกิริยาเปน 100% ดังนั้นกจิกรรมสัมพัทธในรอบถัดๆมาจะมีคาลดลง  ใน
สวนของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส ผลของกิจกรรมสัมพัทธแสดงดังรูปที่ 5.12 จะเห็นไดวา
เอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสที่ตรึงบน RF-NS คารบอนจะมกีารลดลงของ    กิจกรรมสัมพัทธนอย
กวาในกรณีอ่ืนๆ  โดยเมื่อเรงปฏิกิริยาไป 5 รอบปฏิกิริยาพบวายังคงกิจกรรมไวได 38.20% ของ    
กิจกรรมเริ่มตน ในขณะที่เอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสอิสระ เหลือกิจกรรมเพยีง 19.99% ของ
กิจกรรมเริ่มตน  ผลการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสที่ตรึงบน RF-NS คารบอน 
เปนไปในทิศทางเดียวกนักบัเอนไซมไลเปสที่ตรึงบน RF-NS คารบอนสามารถรักษากิจกรรมไวได
ดีที่สุดเมื่อทําการเรงปฏิกิริยาซํ้าหลายรอบปฏิกิริยา  โดยเมื่อผานไป 5 รอบปฏิกิริยาเอนไซมตรึงรูป
นี้ยังมีกจิกรรมเปน 62.23% ของกิจกรรมเริ่มตน ในขณะที่เอนไซมอิสระ และเอนไซมไลเปสที่ตรึง
บน RF-CS คารบอนมีกิจกรรมเพียง 29.69% และ 25.76% ของกิจกรรมเริ่มตนตามลําดับ ผล
กิจกรรมสัมพทัธของเอนไซมไลเปสแสดงดังรูปที่ 5.13 

 จากผลการทดลองดังกลาวขางตนจะเห็นไดวาเอนไซมตรึงรูปที่มี RF-NS คารบอนเปนตัว
รองรับ มีความเสถียรในการเรงปฏิกิริยามากกวาเอนไซมชนิดอื่นๆ โดยเฉพาะกับเอนไซมอิสระ  
อาจเปนเพราะเอนไซมเขาไปยึดติดในรูพรุนของ RF-NS คารบอนซึ่งจะชวยปองกันเอนไซมจาก
ส่ิงแวดลอม   ภายนอกซึง่อาจกอใหเกดิการเสื่อมสภาพของเอนไซมได  โดยเฉพาะกับการบม
เอนไซมไวเปนระยะเวลานาน 
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รูปที่ 5.12 แสดง Retention activity ที่รอบการทําปฏิกิริยาตางๆของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสที่ตรึง 

 บนอารเอฟคารบอน และเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสอิสระ 
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รูปที่ 5.13 แสดง Retention activity ที่รอบการทําปฏิกิริยาตางๆของเอนไซมไลเปสที่ตรึงบนอารเอฟ 
   คารบอน และเอนไซมไลเปสอิสระ 
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 เมื่อพิจารณาถงึผลการตรวจสอบการหลุดของเอนไซมจากตัวรองรับ ดังแสดงในตารางที่ 
5.5 และ 5.6  จะเห็นวา ปริมาณโปรตีนที่ตรวจสอบไดในน้าํลาง หลังการเรงปฏิกิริยาในรอบแรก
ของเอนไซมที่ตรึงบน RF-CS คารบอนมีคาสูงกวาเอนไซมที่ตรึงบน RF-NS คารบอน การหลุดของ
เอนไซมนี้อาจเปนสาเหตุสําคัญของการลดลงของกิจกรรมของเอนไซมตรึงรูปนี้  สําหรับสาเหตุ
อ่ืนๆอาจเปนผลเนื่องมาจากการเสื่อมสภาพของเอนไซมจากสภาวะการเรงปฏิกิริยาซํ้า อัน
เนื่องมาจากการยึดเกาะของเอนไซมที่อยูบริเวณพืน้ผิวดานนอกของ  RF-CS คารบอน 
 

Enzyme            Protein content in washed buffer solution (ตg protein)

after run1 after run2 after run3 after run4 after run5 Total

Adsorbed on RF-CS carbon 72.51 37.41 29.62 19.34 3.44 162.31

Adsorbed on RF-NS carbon 37.41 52.33 37.10 15.46 9.28 151.59
 

ตารางที่ 5.5 แสดงปริมาณโปรตีน(เอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส)ที่หลุดจากอารเอฟคารบอน ในน้ําลางภายหลัง 
    การเรงปฏิกิริยาแตละรอบ 

 

Enzyme            Protein content in washed heptane (mg protein)

after run1 after run2 after run3 after run4 after run5 Total

Adsorbed on RF-CS carbon 1.23 0.75 0.23 0.31 0.11 2.63

Adsorbed on RF-NS carbon 0.77 0.52 0.11 0.17 0.15 1.72
 
ตารางที่ 5.6 แสดงปริมาณโปรตีน(เอนไซมไลเปส)ที่หลุดจากอารเอฟคารบอน ที่มากับน้ําลางภายหลังการเรง 

    ปฏิกิริยาแตละรอบ 
 

5.2.1.5 ผลการทดสอบเสถียรภาพในการเก็บรักษา 
 

เสถียรภาพของเอนไซมอีกประเภทหนึ่ง           คือเสถียรภาพในการเกบ็รักษาเอนไซมไวที ่
อุณหภูมิตางๆ  โดยเสถียรภาพประเภทนี้มคีวามสําคัญมากสําหรับเอนไซมที่ยังไมไดใชเรงปฏิกิริยา
ในทันทหีลังการเตรียมเอนไซม  โดยทั่วไปเอนไซมจะสามารถรักษาเสถียรภาพไวไดเมื่อเก็บรักษา
ที่อุณหภูมิต่ํา หากเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น กิจกรรมของเอนไซมอิสระจะมคีาลดลงตามเวลาการเก็บรักษา  
ดังนั้นการใชเอนไซมตรึงรูปเขามาชวยจะสามารถลดปญหาดังกลาวลงได 
 การทดสอบเสถียรภาพในการเก็บรักษาเอนไซมในงานวิจัยนี้  ทําการทดสอบโดยการเก็บ
เอนไซมอิสระ และเอนไซมตรึงรูปไวที่อุณหภูมิหอง และอุณหภูมิ 4 ºC  สําหรับการเก็บรักษาที่
อุณหภูมิหอง (30 + 2 ๐C)  ถึงแมในการใชงานจริงไมนิยมเก็บรักษาที่อุณหภูมินี้  แตในงานวจิัยนี้
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ตองการทดลองเพื่อเปรียบเทยีบความสามารถในการรักษาเสถียรภาพของเอนไซมตรึงรูป กับ
เอนไซมอิสระใหชัดเจนยิ่งขึน้  โดยผลการทดสอบเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส และเอนไซม     
ไลเปสแสดงดงัรูปที่ 5.14, 5.15, 5.16 และ 5.17   
 จากรูปพบวาเมื่อเก็บรักษาเอนไซมไวที่อุณหภูมิ 4 ºC และอุณหภูมหิองนาน 4 สัปดาห ทั้ง
เอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสอิสระและเอนไซมไลเปสอิสระ จะมีกจิกรรมลดลงมากกวาเอนไซม
ตรึงรูป  โดยในสวนของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส เอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสอิสระจะมี
กิจกรรมลดลงเหลือ 64.08% และ 38.05% ของกิจกรรมเริ่มตน เมื่อเกบ็รักษาเอนไซมไวที่อุณหภูม ิ     
4 ºC และอุณหภูมหิองตามลําดับ ในขณะที่เอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสที่ตรึงบน RF-CS คารบอน 
และ  RF-NS คารบอน ยังคงกิจกรรมไวได 89.27% และ 94.32% ของกิจกรรมเริ่มตน ตามลําดับที่
อุณหภูมิ 4 ºC และ 65.24% และ 76.56% ของกิจกรรมเริ่มตนตามลําดับ ที่อุณหภูมหิอง  สําหรับ
เอนไซมไลเปส  เอนไซมไลเปสอิสระจะมีกิจกรรมลดลงเหลือ 70.67% และ 33.01% ของกิจกรรม
เริ่มตน เมื่อเกบ็รักษาเอนไซมไวที่อุณหภูม ิ      4 ºC และอุณหภูมหิองตามลําดับ ในขณะที่เอนไซม
ไลเปสที่ตรึงบน RF-CS คารบอน และ  RF-NS คารบอน ยังคงกิจกรรมไวได 85.42% และ 93.02% 
ตามลําดับที่อุณหภูมิ 4 ºC และ 67.74% และ 86.54% ที่อุณหภูมิหอง 
 การที่เอนไซมตรึงรูปสามารถรักษาเสถียรภาพไดดีกวาเอนไซมอิสระนี้ อาจเปนผลมาจาก
ความสามารถของอารเอฟคารบอน ในการเปนเกราะปองกันการสูญเสียสภาพของเอนไซมเนื่องจาก
การยอยตวัเอง (autodigestion) ปกปองเอนไซมจากสภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสมตอเอนไซมได  
อีกทั้งดวยคุณสมบัติของตัวคารบอนที่ทนตอการนําความรอน จึงชวยปองกันเอนไซมจากอุณหภมูิ
สูงไดดีอีกดวย 
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            รูปที่ 5.14 แสดง Retention activity ในการเก็บรักษาเอนไซมไวที่อุณหภูมิ 4 ºC ของเอนไซมแอลคาไลน 

             โปรติเอสอิสระ และเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส ที่ตรึงบนอารเอฟคารบอน  
 

 
             
 
 

รูปที่ 5.15 แสดง Retention activity ในการเก็บรักษาเอนไซมไวที่อุณหภูมิหอง ของเอนไซม 
 แอลคาไลนโปรติเอสอิสระ และเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสที่ตรึงบนอารเอฟคารบอน 
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           รูปที่ 5.16 แสดง Retention activity ในการเก็บรักษาเอนไซมไวที่อุณหภูมิ 4 ºC ของเอนไซมไลเปส 
  อิสระและเอนไซมไลเปสที่ตรึงบนอารเอฟคารบอน 
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รูปที่ 5.17 แสดง Retention activity ในการเก็บรักษาเอนไซมไวที่อุณหภูมิหอง ของเอนไซมไลเปส 

อิสระและเอนไซมไลเปสที่ตรึงบนอารเอฟคารบอน 
  
 จากงานวิจยัของ Wu และ Chiou [50] ที่ทําการศกึษาเสถียรภาพในการเก็บรักษาของ
เอนไซมไลเปส Candida rugosa ที่ตรึงบนไคโตซานที่ถูกกระตุนดวยหมูไฮดรอกซิล  พบวาเมื่อเก็บ
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รักษาแบบแหงที่อุณหภูมิไวเปนระยะเวลา 30 วัน เอนไซมตรึงจะยังคงรักษากิจกรรมไวไดประมาณ 
50% ของกิจกรรมเริ่มตน 
 
5.2.2 ผลการตรึงดวยวิธีหอหุมในโพรงเจล 
5.2.2.1  ผลการทดสอบปริมาณโปรตีนท่ีตรึงในอารเอฟเจล 
 
 การตรึงเอนไซมดวยวิธีหอหุมไวในโพรงพอลิเมอรของอารเอฟเจลนัน้  เปนงานทีศ่ึกษาตอ
เนื่องมาจากการตรึงเอนไซมดวยวิธีดดูซับทางกายภาพดงัรายงานผลไวในหวัขอ 5.2.1  ซ่ึงจากผล
การตรึงเอนไซมโดยใช RF-CS คารบอนนั้นไมดีเทาที่ควร ทั้งในแงของความสามารถในการตรึง
เอนไซม  ความเสถียรในการเรงปฏิกิริยา  ประกอบการเตรียม RF-CS เจลนี้ จะมีสวนผสมของสาร
ลดแรงตึงผิวชนิดแคทอิออนกิ ซ่ึงอาจมีผลในการทําลายสภาพธรรมชาติของเอนไซม  รวมไปถึง
การใชน้ําเปนตัวทําละลายปริมาณมากในขั้นของการกระจายตัว จะทําใหสารละลายเอนไซมที่เติม
ลงไปในกรณขีองเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสมีความเจอืจางเปนอยางมาก  ดังนั้นจึงไมเหมาะที่
จะเลือกใชในการทดลองการตรึงเอนไซมดวยวิธีหอหุม  การทดลองในสวนนี้จึงทดสอบเฉพาะกบั 
RF-NS เจลเทานั้น   
 ในการทดลองนี้ยังมีหลายๆปจจัยที่ตองคํานึงถึง อันไดแกปริมาณน้ําโดยรวมของ
สารละลายอารเอฟ กอนและหลังการเตมิสารละลายเอนไซมที่ตองควบคุมเพื่อใหไดอัตราสวนของ
ตัวเรงปฏิกิริยาตอน้ํา (C/W) คงที่เทากับ 5.67 เชนเดยีวกบักรณีการเตรยีม RF-NS คารบอนเพื่อความ
ถูกตองในการวิเคราะหขอมูลเปรียบเทียบกับวิธีการตรึงบน RF-NS คารบอน  ในกรณีของเอนไซม   
ไลเปสซึ่งอยูในรูปของแข็ง การเติมเอนไซมลงไปในสารละลายอารเอฟเริ่มตน ไมสงผลตอปริมาณ
น้ํา  ในขณะที่การเติมเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส ซ่ึงอยูในรูปสารละลาย ตองมีการควบคุม
ปริมาณน้ําของสารละลายอารเอฟกับสารละลายเอนไซม  โดยการควบคุมปริมาณน้าํสามารถทําได
โดยการเติมสารละลายเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสที่มีความเขมขนสูงคือ 100% โดยปริมาตร
เพื่อใหมกีารเปลี่ยนแปลงปริมาณน้ํานอยที่สุด อีกทั้งยังลดปริมาณการเติมน้ําในขั้นตอนการเตรียม
สารละลายอารเอฟเริ่มตนใหมีคาเทากับปริมาณเอนไซมที่เติมลงไป โดยสัดสวนของปริมาตรของ
สารละลายเอนไซมที่เติมลงไปในสารละลายอารเอฟตอปริมาตรของระบบโดยรวมเปน 1:20   

เวลาในการเตมิสารละลายเอนไซมลงไปในสารละลายอารเอฟเปนสิ่งที่สําคัญ โดยเวลาที่
นาจะเหมาะสมที่สุดในการเติมสารละลายเอนไซม คือเวลาที่สารละลายอารเอฟใกลสูญเสียความ
เปนของไหล  ทั้งนี้เพื่อลดผลกระทบที่อาจเกิดจากสารเคมีที่ใชในการเตรยีมสารละลายอารเอฟ
เร่ิมตน อาทิรีโซซินอล และฟอรมาลดีไฮด ที่จะมีตอโครงสรางของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส  
ในชวงที่สารละลายอารเอฟใกลสูญเสียความเปนของไหลนั้น ไดผานชวงของการทําปฏิกิริยาใน
การสรางอนุภาคคอลลอยดไปแลว  คงเหลือแตเพยีงชวงการสรางโครงสรางโครงขาย (network 
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forming) ซ่ึงเหมาะแกการเติมสารละลายเอนไซมลงไปเพื่อใหเขาไปอยูในโครงสรางโครงขาย
ดังกลาวกอนที่โครงสรางเจลจะเกดิขึ้นอยางสมบูรณ  จากการทดลองวิธีการตรึงที่เหมาะสมพบวา
หลังจากนําสารละลายอารเอฟไปแชที่อางควบคุมอุณหภมูิที่อุณหภูมิ 60ºC เปนเวลาประมาณ 1 
ชั่วโมง 10 นาที ควรนําสารละลายอารเอฟมาแชอางน้ําเยน็เพื่อลดอุณหภูมิในทนัที  เมื่ออุณหภูมิของ
สารละลายอารเอฟมีคาประมาณอุณหภูมหิอง จึงทําการเติมสารละลายเอนไซมแอลคาไลนโปรติ
เอส  ลงไป  จากนั้นกวนเบาๆจนเขากันเปนเนื้อเดียวแลวปลอยทิ้งใหเปนเจลที่อุณหภูมิหอง โดย
ระยะเวลาของการเกิดเจลในกรณีของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส จะเกิดเจลหลังจากตั้งทิ้งไวอยู
ในชวง 15-20 นาที  ซ่ึงจะสังเกตเห็นสีของเจลเปลี่ยนไปจากสีสมกลายไปเปนสีน้ําตาล ซ่ึงเปนสี
ของสารละลายเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส  ในขณะทีก่รณีของเอนไซมไลเปส ระยะเวลาการเกดิ
เจลเร็วกวา โดยอยูในชวง 3-5 นาที 

ถึงแมคาความเปนกรดเบส จะเปนปจจัยสําคัญประการหนึ่ง ที่สงผลตอกิจกรรมของ
เอนไซม แตการทดลองในงานวจิัยนี้จะไมทําการปรับเปลี่ยนคาความเปนกรดเบสของสารละลาย
อารเอฟเริ่มตน  ทั้งนี้จากการศึกษางานวิจยัของ Job และคณะ [6] ที่ศึกษาผลของความเปนกรดเบส
ในสารละลายอารเอฟเริ่มตนที่มีตออารเอฟเซโรเจลที่เตรียมได พบวาที่คาความเปนกรดเบสมีคาสูง
จะทําใหเกดิการยุบตัวของโครงสรางเจลภายหลังการทําใหแหงมาก ซ่ึงจะทําใหเจลมีพื้นที่ผิว และ
ปริมาตรรูพรุนนอยมาก จนอาจเปนวัสดทุี่ไมมีรูพรุนได โดยในการทดลองนี้ไดมกีารตรวจสอบคา 
พีเอชของสารละลาย RF-NS ในชวงกอนเติมสารละลายเอนไซมพบวามีคาประมาณ 6.50 และหลัง
เติมสารละลายเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสมีคาประมาณ 7.20  
 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนที่ RF-NS เจลสามารถตรึงไวไดนั้น ทําไดโดยการลาง RF-NS 
เจลที่มีเอนไซมตรึง ดวยสารละลายบัฟเฟอรหรือเฮปเทน ปริมาณโปรตีนที่มีอยูในโพรงเจลจึง
คํานวณไดจากการทําสมดุลมวลสารของโปรตีนที่เติมเขาไปในตอนตน กับโปรตีนที่หลุดออกมา
จากน้ําลาง  จากการ วิเคราะหพบวาRF-NS เจลสามารถตรึงเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสคิดเปน
ปริมาณโปรตีนคือ 1770.09 μg protein / g support หรือ 86.30% ของปริมาณโปรตีนที่เติมลงไป
ตอนตน  และสามารถตรงเอนไซมไลเปสคิดเปนปริมาณโปรตีนคือ 19.69 mg protein หรือ 84.36% 
ของปริมาณโปรตีนที่เติมลงไปตอนตน เมื่อเปรียบเทียบผลปริมาณเอนไซมที่ตรึงไดดวยวิธีนี้กับที่
ตรึงโดยวิธีดดูซับทางกายภาพบน RF-CS คารบอนและ RF-NS คารบอน  พบวาเอนไซมที่ตรึงโดย
วิธีหอหุมนี้มีความสามารถในการตรึงเอนไซมสูงกวาทั้งสองกรณี  ทั้งนี้เนื่องมาจากการที่เตมิ
สารละลายเอนไซมไปโดยตรงในระหวางการฟอรมตัวของเจลนั้น  จะชวยใหการแพรและการ
กระจายตัวของสารละลายเอนไซมเขาไปในเนื้อของตัวรองรับเปนไปไดสูง  และเมื่ออนุภาคของ
อารเอฟจัดเรียงตัวกันจนเกิดเปนโครงขายนั้น จะโอบเอาโมเลกุลของเอนไซมเขาไวในโพรง
ระหวางอนุภาค จึงสงผลใหเอนไซมหลุดออกมาจากโครงสรางเจลไดยาก  และเมื่อเปรียบเทียบ
ความสามารถในการตรึงเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสของ RF-NS เจลนี้กับการตรงึใน 5% (w/v) 
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acrylamide ที่เติม crosslinker 2% ที่ศึกษาโดย Abdel-Naby และคณะ [33] พบวาสามารถตรึง
เอนไซมแอลคาไลน    โปรติเอสไดมากกวาเล็กนอย  โดย acrylamide สามารถตรึงเอนไซมไวได 
76% ของปริมาณเอนไซมเร่ิมตน 

จากผลการทดลอง เปรียบเทียบกับงานวจิัยของ Neau และ Betigeri [51] ทําการตรึง
เอนไซมไลเปสจาก Candida rugosa ดวย Alginate gel beads และ Chitosan gel beads ดวยวิธีหอหุม 
และทําใหแหงดวยกระบวนการ Freeze dried พบวาสามารถตรึงเอนไซมได 44-50%  ของปริมาณ
เอนไซมเร่ิมตน ขณะที่ Bryjak และคณะ [52] ทําการตรึงเอนไซมชนิดเดยีวกันใน acrylic 
copolymers ตรึงเอนไซมไดสูงสุด 78.1% ของปริมาณเอนไซมเร่ิมตน 
 สําหรับการทดสอบความสามารถในการจุเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสในสวนของ RF-
NS เจลนั้น เนื่องจากการตรึงไดทดสอบที่ 100% สารละลายเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสแลว  
ดังนั้นจึงไมทําการทดสอบที่ความเขมขนสารละลายเอนไซมที่ต่ํากวาคานี้อีก ทั้งนี้เพือ่ลดปญหาใน
เร่ืองของปริมาณน้ําที่มีตอโครงสรางของ RF-NS เจลที่เตรียมได  ในสวนของเอนไซมไลเปส ทํา
การทดสอบที่อัตราสวนของปริมาณเอนไซมไลเปสตอสารละลายอารเอฟแตกตางกันคือ 0.5, 1, 1.5 
และ 2 g ในสารละลาย    อารเอฟ 20 ml  พบวาปริมาณเอนไซมที่เติมลงไปใน RF-NS เจลกับ
ปริมาณโปรตีนที่ตรึงไดแปรผันตามกัน  แตในกรณกีารเติมเอนไซม 1.5 g/ 20 mlและ 2 g/ 20ml 
การกระจายของเอนไซมไมดีพอ และ RF-NS เจลที่ไดจะจับตัวเปนกอนไมเปนเนือ้เดียวกันอยาง
สม่ําเสมอ  ในการทดลองลําดับตอไปจะเลือกใชเอนไซมไลเปสตรึงรูปที่ทําการตรึงที่อัตราสวน 0.5 
g/ 20 ml ตลอดการทดลอง 
 
5.2.2.2  ผลการทดสอบอัตราการเรงปฏิกิริยาเริ่มตน 
 
 การทดสอบอัตราการเรงปฏิกิริยาเริ่มตนของเอนไซมที่ตรึงอยูใน RF-NS เจลสามารถ
ทดสอบโดยใชกระบวนการเชนเดยีวกันกบัการทดสอบอัตราการเรงปฏิกิริยาเริ่มตนของเอนไซมที่
ตรึงอยูใน RF-CS คารบอนและ RF-NS คารบอน  โดย RF-NS เจลที่ตรึงเอนไซมแลวนั้น จะตองหัน่
เปนชิ้นเล็กๆ ในที่นี้คือเปนรูปทรงลูกบาศกขนาด 2x2x2 มิลลิเมตร เพื่อลดขอจํากดัในการแพรของ
สับสเทรตไปสูเอนไซมใหนอยที่สุด 

จากการคํานวณหากิจกรรมจําเพาะ (specific rate) ในชวง 5 นาทีแรกพบวาเอนไซม      
แอลคาไลนโปรติเอสที่ตรึงใน RF-NS เจลมีคากิจกรรมจําเพาะเปน 2.82 units/ml-mg protein ซ่ึงมี
คานอยเมื่อเปรยีบเทียบกับเอนไซมอิสระ และการตรึงดวยวิธีดูดซับทางกายภาพบน RF-CS 
คารบอน และ RF-NS คารบอน ซ่ึงมีคาเปน 50.58, 103.80 และ 8.08 units/ml-mg protein ตามลําดับ
ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากสาเหตหุลายประการ กลาวคือถาพิจารณาในแงของการขอจํากัดในการแพร
ของโมเลกุลของสับสเทรตเขาไปภายในเจล  รวมไปถึงขนาดของเจลที่ตัดเปนชิ้นเล็กๆเมือ่
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เปรียบเทียบกบัขนาดอนภุาคคารบอนแลวยังมีขนาดใหญกวามาก นอกเหนือจากขอจํากัดในการ
แพรแลวสาเหตุที่นาจะทําใหกิจกรรมของเอนไซมลดลง อาจเปนเพราะเอนไซมอยูในสภาวะที่มคีา
ความเปนกรดเบสไมเหมาะสม  โดยคาความเปนกรดเบสที่เหมาะสมสําหรับเอนไซมแอลคาไลนโป
รติเอสจะอยูทีพ่ีเอช 10.5 ดังนั้นการที่เอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสถูกเติมลงไปในสารละลายอาร
เอฟที่มีคาพีเอชประมาณ 6.5 ซ่ึงเปนคาที่ไมเหมาะสมตอเอนไซม อาจสงผลตอคาประจุที่บริเวณเรง
ของเอนไซมไมเหมาะสม อาจทําใหการเรงปฏิกิริยาลดลง  นอกจากสองปจจัยดังกลาวขางตนแลว
นั้น อาจเปนผลเนื่องมาจากการทําลายโครงสรางของเอนไซมโดยสารเคมีที่เปนสารตั้งตนของ
สารละลายอารเอฟ ที่อาจเหลืออยูหลังการเกิดปฏิกิริยา จงึสงผลตอการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมแอล
คาไลนโปรติเอสที่อยูภายในเจล 

การทดสอบอัตราการเรงปฏิกิริยาเริ่มตน      ของเอนไซมไลเปส      ที่ตรึงอยูใน RF-NS เจล 
สามารถทดสอบไดโดยใชกระบวนการเดยีวกันกับการทดสอบของเอนไซมไลเปสที่ตรึงบนอารเอฟ
คารบอน  จากการคํานวณหากิจกรรมจําเพาะ (specific rate) ในชวง 5 นาทีแรก พบวาเอนไซม     ไล
เปสที่ตรึงใน RF-NS เจลมีคากิจกรรมจําเพาะเปน 23.352 unit/ml สูงกวาคากจิกรรมจําเพาะของ
เอนไซมไลเปสอิสระ และเอนไซมไลเปสที่ตรึงดวยวิธีดูดซับทางกายภาพ ผลการทดลองนี้มีทิศทาง
ที่ตรงขามกับในกรณีของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส ทั้งนี้อาจเปนเพราะลักษณะทางกายภาพ
ของเอนไซมที่ตางกัน และชนิดของเอนไซมตางชนิดกนั   อิทธิพลของสภาวะแวดลอมใน
สารละลายที่มีตอความสามารถของเอนไซมจึงมีความแตกตางกัน  และการที่เอนไซมไลเปสที่ตรึง
ดวยวิธีนี้มี     กิจกรรมจําเพาะสูงกวาในกรณอ่ืีนๆ อาจเปนเพราะการวางตัวของเอนไซมที่อยูใน
คอนฟอรมเมชันที่เหมาะตอการเขาจับของสับเสตรท จึงทําใหมีประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยาสูง
กวาในกรณีอ่ืนๆ 

 
5.2.2.3 ผลการทดสอบเสถียรภาพในการเรงปฏิกิริยา 
 

การทดสอบเสถียรภาพในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมที่ตรึงใน RF-NS เจล  สามารถทําได 
เชนเดยีวกันกบัการทดสอบเสถียรภาพของเอนไซมที่ตรึงดวยวิธีดดูซับทางกายภาพ  โดยผลการเรง
ปฏิกิริยาของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสตรึงรูป และเอนไซมไลเปสตรึงรูป ที่เวลาและรอบการ
ดําเนินปฏิกิริยาตางๆแสดงในภาคผนวกที่ จ.8 และ ฉ.8   
 เมื่อนําคาอัตราการเรงปฏิกิริยาเร่ิมตน ในแตละรอบการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมมา
เปรียบเทียบในแงของกิจกรรมสัมพัทธ (Relative activity) แสดงดงัรูปที่ 5.18 และ 5.19 เมือ่
เปรียบเทียบคากิจกรรมสัมพัทธที่คงเหลือในแตละรอบ เปรียบเทียบกับเอนไซมแอลคาไลนโปรติ
เอสอิสระ และเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสที่ตรึงดวยวธีิดูดซับทางกายภาพบน RF-CS และ RF-
NS คารบอน  จะพบวา เอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสที่ตรึงดวยวิธีหอหุม จะสามารถคงกิจกรรมไว
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ไดสูงกวากรณอ่ืีนๆ เมื่อทําการเรงปฏิกิริยาซํ้าในแตละรอบ  โดยพบวาที่รอบการเรงปฏิกิริยารอบที ่
5 เอนไซมยังคงกิจกรรมไวไดถึง 64.89% ซ่ึงมากกวาเอนไซมอิสระถึง 3 เทา และเมื่อพิจารณาการ
หลุดของเอนไซมออกจากเมทริกซของเจลโดยการลางดวยสารละลายบัฟเฟอรดังแสดงในตารางที่ 
5.7  จะมีการหลุดของเอนไซมนอยกวากรณีอ่ืนๆ  การที่เอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสที่ตรึงดวยวิธี
หอหุมนี้มีความเสถียรมากกวาเอนไซมอิสระและเอนไซมที่ตรึงดวยวิธีดูดซับทางกายภาพ  เปน
เพราะเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสจะไดรับการปองกันอยูภายในชองตาขายพอลิเมอร การหลุด
ของเอนไซมออกมาภายนอกตัวรองรับจึงเปนไปไดยาก อีกทั้งเอนไซมจะไมมีการจับยึด หรือเกิด
พันธะใดๆกับพอลิเมอร  จึงทําใหโอกาสการเสื่อมสภาพของเอนไซมมีนอย   

จากรูปที่ 5.19 พบวาคากิจกรรมสัมพัทธของเอนไซมไลเปสที่ตรึงดวยวิธีดูดซบัทาง
กายภาพบน RF-NS คารบอนและเอนไซมไลเปสที่ตรึงใน RF-NS เจล มีการลดลงของกิจกรรม
สัมพัทธนอยกวาในกรณีอ่ืนๆ โดยที่การเรงปฏิกริิยาผานไป 5 รอบ เอนไซมตรึงทั้งสองนี้ยังคง
แสดงกิจกรรมไวได 62.23% และ 59.64% ของกิจกรรมเริ่มตนตามลําดับ  ในขณะที่เอนไซมไลเปส
อิสระและเอนไซมไลเปสที่ตรึงบน RF-CS คารบอนมีคากิจกรรมสัมพัทธเปน 29.69% และ 25.76% 
ตามลําดับ 
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รูปที่ 5.18 แสดง Retention activity ที่รอบการทําปฏิกิริยาตางๆของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสที่ตรึง    
                ในอารเอฟเจล เปรียบเทียบกับเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสที่ตรึงบนอารเอฟคารบอน และ 

เอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสอิสระ 
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รูปที่ 5.19 แสดง Retention activity ที่รอบการทําปฏิกิริยาตางๆของเอนไซมไลเปสที่ตรึงในอารเอฟเจล  

เปรียบเทียบกับเอนไซมไลเปสที่ตรึงใน RF-NS เจลที่รอบการทําปฏิกิริยาตางๆ 

 
ผลการทดสอบการหลุดของเอนไซมจาก RF-NS เจล แสดงดังตารางที่ 5.7 และ 5.8 ซ่ึงจะ

พบวาเอนไซมหลุดออกมาจาก RF-NS เจลบางในแตละรอบปฏิกิริยา  
 

Enzyme  Protein content in washed buffer solution (ตg protein)

after run1 after run2 after run3 after run4 after run5

RF-NS gel 38.407 34.232 14.962 13.927 17.066  
 

ตารางที่ 5.7 แสดงปริมาณโปรตีน(แอลคาไลนโปรติเอส) ที่หลุดมาจาก RF-NS gel มากับน้ําลางภาย 
    หลังการเรงปฏิกิริยาแตละรอบ 

 
Enzyme  Protein content in washed heptane (mg protein)

after run1 after run2 after run3 after run4 after run5

RF-NS gel 0.421 0.211 0.278 0.345 0.292  
 
ตารางที่ 5.8 แสดงปริมาณโปรตีน(ไลเปส) ที่หลุดมาจาก RF-NS gel มากับน้ําลางภายหลัง 

      การเรงปฏิกิริยาแตละรอบ 
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5.2.2.4  ผลการทดสอบเสถียรภาพในการเก็บรักษา 
 
 ผลการทดสอบเสถียรภาพในการเก็บรักษาเอนไซมตรึงรูป ที่ตรึงในพอลิเมอรของ RF-NS 
เจล  เปรียบเทยีบกับเอนไซมอิสระ และเอนไซมที่ตรึงดวยวิธีดูดซับทางกายภาพ แสดงดังรูปที่ 5.20, 
5.21, 5.22 และ 5.23  จากรปูจะเห็นไดวา เอนไซมที่ตรงึอยูใน RF-NS เจล มีเสถียรภาพในการเก็บ
รักษาทั้งที่อุณหภูมิ 4 ºC และอุณหภูมิหองใกลเคียงกบัเอนไซมที่ตรึงบน RF-NS คารบอน และสูง
กวาเอนไซมอิสระ โดยภายหลังการเก็บรักษาเอนไซมไว 4 สัปดาห ที่อุณหภูมิ 4 ºC  เอนไซมแอล
คาไลนโปรติเอสและเอนไซมไลเปสตรึงรูป มีกิจกรรมสัมพัทธเปน 93.24% และ 95.04% 
ตามลําดับ และเมื่อเก็บรักษาเอนไซมที่อุณหภูมหิอง เอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสและเอนไซมไล
เปสตรึงรูป มีกิจกรรมสัมพทัธเปน 76.20% และ 78.01% ตามลําดับ การที่เอนไซมมีความเสถียรใน
การเก็บรักษาเชนนี้ สามารถอธิบายไดเชนเดียวกับกรณีที่เอนไซมมคีวามเสถียรในการเรงปฏิกริิยา  
ผลของความเสถียรในการเก็บรักษานี้มีลักษณะเชนเดยีวกับงานวิจยัของ Abdel-Naby และคณะ [33] 
ที่เอนไซมตรึงสามารถรักษากิจกรรมไวได 87.9% เมื่อเกบ็รักษาไวนานถึง 5 เดือน 
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รูปที่ 5.20 แสดง Retention activity ในการเก็บรักษาเอนไซมไวที่อุณหภูมิ 4 ºC ของเอนไซม 
แอลคาไลนโปรติเอสอิสระ และเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสตรึงรูป  
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รูปที่ 5.21 แสดง Retention activity ในการเก็บรักษาเอนไซมไวที่อุณหภูมิหองของเอนไซม 
 แอลคาไลนโปรติเอสอิสระ และเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสตรึงรูป  
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รูปที่ 5.22 แสดง Retention activity ในการเก็บรักษาเอนไซมไวที่อุณหภูมิ 4 ºC ของเอนไซมไลเปส 
อิสระ และเอนไซมไลเปสตรึงรูป 
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รูปที่ 5.23 แสดง Retention activity ในการเก็บรักษาเอนไซมไวที่อุณหภูมิหอง ของเอนไซมไลเปส 

อิสระ และเอนไซมไลเปสตรึงรูป 

 
จากผลการทดลองการตรึงเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสและเอนไซมไลเปส สามารถสรุป

คุณสมบัติของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสอิสระ และเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสตรึงรูป ไดดัง
ตารางที่ 5.9 และ 5.10 ตามลําดับ โดยเมื่อเปรียบเทียบในแงของความสามารถในการตรึงเอนไซม  
จะพบวาการตรึงเอนไซมดวยวิธีหอหุมนั้น สามารถตรึงเอนไซมคิดเปนเปอรเซ็นตทีสู่งกวาวิธีอ่ืนๆ  
ในขณะที่ถาพจิารณาอัตราการเรงปฏิกิริยาเริ่มตนในรอบการใชงานแรก ในสวนของเอนไซม    แอล
คาไลนโปรติเอส  เอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสที่ตรึงบน RF-CS คารบอนสามารถเรงปฏิกิริยาได
สูงสุด  แตสําหรับเอนไซมไลเปส  เอนไซมไลเปสที่ตรึงดวยวิธีหอหุมจะมกีิจกรรมจําเพาะสูงสุด 
ในขณะที่เอนไซมไลเปสที่ตรึงบน RF-CS คารบอนและ RF-NS คารบอน มีกิจกรรมจําเพาะ
ใกลเคียงกัน และมากกวาเอนไซมไลเปสอิสระ  เมื่อพิจารณาถึงความเสถียรในการเรงปฏิกิริยา และ
ความเสถียรในการเก็บรักษา  จะเห็นวาเอนไซมที่ตรึงบน RF-NS ไมวาจะดวยวิธีดูดซับทางกายภาพ 
หรือวิธีหอหุมในโพรงเจล  จะมีเสถียรภาพสูงกวาในกรณอ่ืีนๆอยางเห็นไดชัด 
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Enzyme Enzyme Loading Specific rate Retention activity      Retention activity after 4 weeks 

Alkaline Protease after 5 cycles 4บC Troom
(% of initial enzyme) (unit/ml-mg protein) (% of initial activity) (% of initial activity) (% of initial activity)

RF-CS carbon 13.01 103.8 10.06 89.27 65.24

RF-NS carbon 76.25 8.08 38.20 94.32 76.56

RF-NS gel 86.30 2.82 64.89 93.24 76.20

Natural alkaline protease  - 50.58 19.99 64.08 38.05  
 
ตารางที่ 5.9  ตารางสรุปคุณสมบัติของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสอิสระ และเอนไซมแอลคาไลน 

     โปรติเอสตรึงรูป 

 
Enzyme Enzyme Loading Specific rate Retention activity      Retention activity after 4 weeks 

Lipase after 5 cycles 4บC Troom
(% of initial enzyme) (unit/ml-mg protein) (% of initial activity) (% of initial activity) (% of initial activity)

RF-CS carbon 35.28 13.04 25.76 85.42 67.74

RF-NS carbon 50.62 12.81 62.23 93.02 86.54

RF-NS gel 84.36 23.35 59.64 95.04 78.01

Natural lipase  - 9.69 29.69 70.67 33.01  
 
ตารางที่ 5.10  ตารางสรุปคุณสมบัติของเอนไซมไลเปสอิสระ และเอนไซมไลเปสตรึงรูป 



 91 

บทที่ 6 
สรุปและขอเสนอแนะ 

 
การศึกษาการประยุกตใชอารเอฟเจล และอารเอฟคารบอนเจล (RF เจล และ RF คารบอน

เจล) เปนตวัรองรับในการตรึงเอนไซม  สามารถแบงการสรุปผลไดเปนสองสวนใหญๆ 
1. ผลการเตรียม RF เจล และ RF คารบอนเจล  
จากผลการทดสอบสมบัติความเปนรูพรุนของ RF เจล และ RF คารบอนเจล ที่เตรียมโดย 

ใชและไมใชสารลดแรงตึงผิว ชนิดแคทอิออนิก (RF-CS และ RF-NS) พบวาทั้ง RF-NS คารบอน 
และ RF-CS คารบอน มีรูพรุนอยูในชวงเมโซพอร โดย RF-NS คารบอนมีพื้นที่ผิว ปริมาตรรูพรุน
ระดับเมโซ และคาสูงสุดของการกระจายตวัของขนาดรูพรุน (Rp) สูงกวา RF-CS คารบอน และ 
RF-NS เจล ดวยสมบัติความเปนรูพรุนทีแ่ตกตางกันนี้ จะสงผลตอความสามารถในการตรึงเอนไซม 
และประสิทธิภาพของเอนไซมที่ตรึงได 

 2.   ผลการตรึงเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส และเอนไซมไลเปส 
สามารถสรุปตามการทดสอบคุณสมบัติตางๆไดดังนี ้

 2.1  ความสามารถในการตรึงเอนไซม  
 เอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส : RF-NS เจล โดยการตรึงดวยวิธีหอหุมในโพรงเจล สามารถ
ตรึงเอนไซมไดสูงที่สุดคือ 86.30%  ของปริมาณเอนไซมเร่ิมตน และ RF-CS คารบอนตรึงไดนอย
ที่สุดคือ 13.01% ของปริมาณเอนไซมเร่ิมตน 

เอนไซมไลเปส : RF-NS เจล สามารถตรึงเอนไซมไดสูงที่สุด และ RF-CS คารบอนตรึงได
นอยที่สุดคือ 84.36% และ 35.28% ของปริมาณเอนไซมเริ่มตนตามลําดับ 
 2.2  คากิจกรรมจําเพาะของเอนไซม 
 เอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส : เอนไซมที่ตรึงบน RF-CS คารบอนมีกิจกรรมจําเพาะสูง
ที่สุด และเอนไซมที่ตรึงใน RF-NS เจลมีกิจกรรมจําเพาะต่ําที่สุด โดยมกีิจกรรมจําเพาะเปน 103.80 
และ 2.82 units/ml-mg protein ตามลําดับ  

เอนไซมไลเปส : เอนไซมทีต่รึงบน RF-NS คารบอนมีกิจกรรมจําเพาะสูงที่สุด และไลเปส
อิสระมีกิจกรรมจําเพาะต่ําทีสุ่ด โดยมีกิจกรรมจําเพาะเปน 23.35 และ 9.69 units/ml-mg protein 
ตามลําดับ  

2.3  เสถียรภาพในการเรงปฏิกิริยา 
 เอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส : เอนไซมที่ตรึงใน RF-NS เจลมีเสถียรภาพในการเรง
ปฏิกิริยาสูงที่สุด และเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสอิสระมีเสถียรภาพในการเรงปฏิกิริยาต่ําที่สุด  
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โดยมีกิจกรรมคงเหลือภายหลังการเรงปฏิกิริยา 5 รอบ เปน 64.89% และ 19.99% ของกิจกรรม
เร่ิมตน ตามลําดับ 

เอนไซมไลเปส : เอนไซมที่ตรึงบน RF-NS คารบอนมีเสถียรภาพในการเรงปฏิกิริยาสูง
ที่สุด และเอนไซมไลเปสอิสระมีเสถียรภาพในการเรงปฏิกิริยาต่ําที่สุด  โดยมีกจิกรรมคงเหลอื
ภายหลังการเรงปฏิกิริยา 5 รอบ เปน 62.23% และ 29.69% ของกิจกรรมเริ่มตน ตามลําดับ 
 2.4  เสถียรภาพในการเก็บรักษา 
     เอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส : เอนไซมที่ตรึงบน RF-NS คารบอนมีเสถียรภาพในการ
เก็บรักษาทั้งทีอุ่ณหภูมิ 4 ๐C และที่อุณหภมูิหองสูงที่สุด และเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสอิสระมี
เสถียรภาพในการเก็บรักษาต่ําที่สุด  โดยมีกจิกรรมคงเหลือภายหลังการเก็บรักษา 4 สัปดาหที่
อุณหภูม ิ 4 ๐C เปน 94.32% และ 64.08% ของกิจกรรมเริ่มตนตามลําดับ และที่อุณหภูมิหองเปน 
76.56% และ 38.05% ของกิจกรรมเริ่มตนตามลําดับ 
     เอนไซมไลเปส : เอนไซมที่ตรึงบน RF-NS คารบอนมีเสถียรภาพในการเก็บรักษาที่
อุณหภูมิหองสูงที่สุดเปน 86.54% ของกิจกรรมเริ่มตน ในขณะที่เอนไซมที่ตรึงใน RF-NS เจล มี
เสถียรภาพในการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 ๐C สูงที่สุดเปน 95.04% ของกิจกรรมเริม่ตน เอนไซมไล
เปสอิสระยังคงมีเสถียรภาพในการเก็บรักษาต่ําที่สุดทั้งที่อุณหภูมิหอง และอุณหภมูิ 4 ๐C   โดยมี
กิจกรรมคงเหลือภายหลังการเก็บรักษา 4 สัปดาหเปน 33.01% และ 70.67% ของกิจกรรมเริ่มตน
ตามลําดับ  
 

จากขอสรุปจะเห็นไดวาอารเอฟเจล และคารบอนเจลเปนวัสดุที่สามารถนําไปประยุกตใช
เปนตัวรองรับในการตรึงเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส และเอนไซมไลเปสได โดยเอนไซมตรึงรูป
นี้สามารถแสดงกิจกรรม และเสถียรภาพไดดีเทยีบเทา และดีกวาเอนไซมอิสระ 

 
ขอเสนอแนะ 

1. ในการวิจัยควรมีการทําการทดลองควบคุมเทียบเคียงกบัการทดลองจริงเสมอ  เพื่อ 
สามารถอธิบายผลการทดลองไดถูกตองยิ่งขึ้น 

2. สําหรับการวิจยัตอยอด ควรลองศึกษาใชอารเอฟเจล และคารบอนเจลที่มีลักษณะโครง 
สรางทางรูพรุนที่แตกตางออกไปในการตรึงเอนไซม  อาทิอารเอฟเจล และคารบอนเจล ที่เตรียม
โดยการใชเทคนิคคล่ืนเหนือเสียง  หรืออารเอฟคารบอนเจล ที่เตรียมโดยใชสารลดแรงตึงผิวชนิด
อ่ืนๆ 

3. ในสวนของการศึกษาการตรงึเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส และเอนไซมไลเปสนี้  ใน 
อนาคตถาทําการศึกษาถึงโมเดลของการจับเกาะของเอนไซมบน RF คารบอน หรือที่หอหุมใน   RF 
เจล ก็จะเปนประโยชนในการทํานายความเปนไปไดในการตรึงเอนไซมชนิดอื่นๆตอไป



รายการอางอิง 
 
1. ปราณี  อานเปรื่อง. เอนไซมทางอาหาร.    พิมพคร้ังที่ 3.     กรุงเทพมหานคร:     สํานักพิมพจฬุา 
                           ลงกรณมหาวิทยาลัย, 2543. 
2. Hajime Tamon and Hajime Ishizaka. SAXS study on gelation process in preparation of  

                     resorcinol-formaldehyde aerogel. Journal of Colloid and Interface Science 206  
                      (1998) : 577-582.  

3. H. Tamon, H. Ishizaka, T. Yamamoto and T. Suzuki. Preparation of mesoporous carbon by  
                     freeze drying. Carbon 37 (1999)  : 2049-2055.  

4. ดอท  บุญญานุรักษ.  เครื่องกรองน้ําชนิดที่ใชเยื่อแผนซิลิกาสําหรับชนบท. วิทยานพินธปริญญา 
                    มหาบัณฑติ, ภาควิชาวศิวกรรมเคม ี คณะวิศวกรรมศาสตร จุฬาลงกรณ 
                    มหาวิทยาลัย, 2544. 

5. C. Lin and J.A. Ritter. Effect of synthesis pH on the structure of carbon xerogels. Carbon 35  
                      (1997) : 1271-1278. 

6. Nathalie Job, Rene Pirard, Jose Marien and Jean-Paul Pirard. Porous carbon xerogels with  
                     texture tailored by pH control during sol-gel process.   Carbon   42 (2004) : 619- 
                      628. 

7.  Takuji Yamamoto, Takashi Yoshida, Tetsuo Suzuki, Shin R. Mukai and Hajime Tamon.      
                    Dynamic and static light scattering study on the sol-gel transition of resorcinol- 
                    formaldehyde aqueous solution. Journal of Colloid and Interface Science 245  
                    (2002) : 391-396.  

8.   Zdzislaw  Pakowski. Drying of nanoporous and nanostructured materials. Drying 2004 A  
                           (2004) : 69-88.  
9.   Shaheen A. Al-Muhtaseb and James A. Ritter. Preparation and properties of resorcinol- 
                            formaldehyde organic and carbon gels. Advanced Materials 15 (2003) : 101- 
                            114. 
10. T. Yamamoto, T. Sugimoto, T. Suzuki, S.R. Mukai and H. Tamon. Preparation and  
                           characterization of carbon cryogel microspheres. Carbon 40 (2002) : 1345-1351.  
11.  N. Tonanon, W. Tanthapanichakoon, T. Yamamoto, H. Nishihara, S.R. Mukai and H.  
                           Tamon. Influence of surfactants on porous properties of carbon cryogels  



 94 

                            prepared by sol-gel polycondensation of resorcinol and formaldehyde. Carbon  
                            41 (2003) : 2981-2990. 
12. Hirotomo Nishihara, Shin R. Mukai and Hajime Tamon. Preparation of  resorcinol- 
                            formaldehyde carbon cryogel microhoneycombs. Letter to the Editor / Carbon  
                             42 (2004) : 899-901.  
13. Shin R. Mukai, Toru Sugiyama and Hajime Tamon. Immobilization of heteropoly acids  

               in the network structure of carbon gels.   Applied    Catalysis A   :   General 256  
               (2003) : 99-105.  

14. วิเชียร  ลีลาวัชรมาศ. การผลิตและการใช Immobilized Enzyme. กรุงเทพมหานคร: ภาควิชา 
                           วิทยาศาสตรการอาหาร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร, 2521. 
15. Springer-Verlay. Advances biochemical engineering. 10 (1978). 
16. ศรีนวล  ตันสุวรรณ. การศึกษาการตรึงเอนไซมกลูโคอะไมเลสบนไคติน. วทิยานิพนธ 

              ปริญญามหาบัณฑติ,       ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ     คณะวิทยาศาสตร        
              มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร, 2541. 

17. สุภาพร  สุขสินชัย. การศึกษาการตรึงเอนไซมแพคติเนสจากเชื้อรา Rhizopus sp. 26R และ 
               สมบัติของเอนไซมตรึงรูป. วิทยานิพนธปริญญามหาบัณฑติ, ภาควิชาจุลชีววิทยา  
              คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร, 2542. 

18. วรรณรัตน  คุตติอาชีวะ. การตรึงเอนไซมไซโคลเดกซทรินไกลโคซิล ทรานเฟอเรส บนตัว 
              ค้ําอนินทรีย. วิทยานิพนธปริญญามหาบัณฑติ, ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะ 
              วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย, 2536. 

19. เกษม  พงษมณี. การผลิตเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส โดยเชื้อ Bacillus Subtilis Tistr25.  
              วิทยานิพนธปริญญามหาบัณฑติ, ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร  
              จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย, 2536. 

20. กัญชลี  เลิศโทคะสมบัติ. การตรวจแยกและศึกษาคุณสมบัติบางประการของ protease จาก  
                           Pseudomonas pseudomallei. วิทยานพินธปริญญามหาบัณฑติ,   สหสาขาวิชาจุล 
                           ชีววิทยาการแพทย คณะแพทยศาสตร จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย, 2533. 
21. ร.อ.ปกรณ  วิโรจนกุล. การแยกเอนไซมใหบริสุทธิ์ และการศึกษาสมบัตขิองแอลคาไลน 

                    โปรติเอสจากเชือ้ Bacillus Subtilis Tistr 25. วิทยานิพนธปริญญามหาบัณฑิต, ภาค 
                    วิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย, 2532 

22. C. Marlot, G. Langrad, C. Triantaphylides and J. Baratti. Ester synthesis in organic  
                     solvent catalyzed by lipases immobilized on hydrophilic support. Biotechnology  
                     Letter 7 (1985) : 647-650.  



 95 

23. กิตติเดช  สุวรรณสนธิชัย. การคัดเลือกแบคทีเรียจากดิน เพื่อผลิตเอนไซม Lipase และ 
              ศึกษาปจจัยที่เหมาะสมตอการผลิต. วิทยานพินธปริญญามหาบัณฑติ, ภาค 
              วิชาจลุชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร, 2532. 

24. ทรัพยทวี  ฝุนทอง. การผลิตจุลินทรียที่สรางเอนไซมไลเปส เพื่อใชในการบําบัดน้ําเสียที่ม ี
              ไขมันสูง. วิทยานิพนธปริญญามหาบัณฑติ, ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะ 
              วิทยาศาสตร มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร, 2544. 

25. เชิดศักดิ์ เมธาธไนศวรรย. การใชเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงทางชวีภาพของปฏกิิริยาทรานส       
              เอสเทอริฟเคชันของน้ํามันรําขาว. วิทยานพินธปริญญามหาบัณฑติ, คณะ 
              วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการอาหาร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร, 2535. 

26. อุมากรณ  อาภรณพัฒนพงศ.  การสกัดอะซาไดแรคทินจากเมลด็สะเดาและปฏิกิริยากับ    
              ไลเปส. วิทยานพินธปริญญามหาบัณฑติ, ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะ 
              วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย, 2539. 

27. อดิสรณ  มะซอ. การเรโซลูชั่นของเมนทอลเรซิมิกดวยเอนไซมไลเปสตรึงรูปบนเรซินแลก 
              เปล่ียนไอออน. วทิยานิพนธปริญญามหาบัณฑิต, ภาควิชาวิศวกรรมเคมี คณะ 
              วิศวกรรมศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย, 2541. 

28. สุกีวรรณ  เดชโยธิน. การใชไลเพสตรึงรูปปฏิกิริยาอินเทอรเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันพืช.  
              วิทยานิพนธปริญญามหาบัณฑติ,      ภาควิชาวิทยาศาสตรการอาหาร     วิทยา 

                             ศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร, 2538. 
29. Koei Kawakami and Shigehiro Yoshida. Thermal stabilization of lipase by sol-gel  

    entrapment in organically modified silicates formed on kieselguhr. Journal  
              of Fermentation and Bioengineering 82 (1996) : 239-245.  

30. Kenzo Yokoseki, Shigeru Yamanaka, Koichi Takinami, Yoshio Hirose, Atsuo Tanaka,  
     Kenji Sonomoto and Saburo Fukui. Application of immobilized lipase to  
             regip-specific interesterification of triglyceride in organic solvent. Applied  
             Microbiology and Biotechnology 14 (1982) : 1-5.  

31. Koshiro S., Sonomoto K., Tanaka A. and Fukui S. Stereoselective esterification of di- 
              mentol by polyurethane entrapped lipase in organic solvent. Journal of  
              Biotechnology 2 (1985) : 47-57.  

32. Hae-Joon Lee, Jae-Hwa Song and Jung-Hyun Kim. Synthesis of resorcinol/formaldehyde  
   gel particles by the sol-emulsion-gel technique. Materials Letters 37 (1998)                            
    :197-200.  



 96 

33. Mohamed A. Abdel-Naby, A-M. S. Ismail, S. A. Ahmed and Ahmed F. Abdel Fattah.  
             Production and immobilization of alkaline protese from Bacillus Mycoides.  
              Bioresource Technology 64 (1998) : 205-210. 

34. M. Chellapandian. Preparation and characterization of alkaline protease immobilized on  
             vermiculite. Process Biochemistry 33 (1998) : 169-173.  

35. Hideo Kise and Atsuhito Hayakawa. Immolization of proteases to porous chitosan beads  
             and their catalysis for ester and peptide synthesis in organic solvents.  
              Enzyme Microbial Technology 13 (1991) : 584-588.  

36. Dirk-Jan van Unen, Johan F. J. Engberson and David N. Reinhoudt. Sol-Gel   
             immobilization of serine protease for application in organic solvents.  
             Biotechnology and Bioengineering 75 (2001) : 154-158.  

37. Pedro C. de Oliveira, Gizelda M. Alves and Heizir F. de Castro. Immobilisation studies  
  and catalytic properties of microbial lipase onto styrene-divinylbenzene  
              copolymer. Biochemical Engineering Journal 5 (2000) : 63-71.  

38. Mamoru Iso, Baoxue Chen, Masashi Eguchi, Takashi Kudo and Surekha Shrestha.  
              Production of biodiesel fuel from triglycerides and alcohol using  
   immobilized lipase. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic 16 (2001)  
               : 53-58. 

39. Martin Norin, John Boutelje, Erland Holmberg, and Karl Hult. Lipase immobilized by  
             adsorption : Effect   of    support    hydrophobicity   on  the  reaction rate of  
  ester synthesis in cyclohexane. Applied Microbiology and Biotechnology 28  
              (1988) : 527-530.  

40. BAI Zheng-Wu, YIN Chuan-Qi and WU Li. Preparation of immobilized lipase with  
              chitosan-silica gel composite carrier. Chinese Journal of Applied Chemistry  
              19 (2002). 

41. M. Murray, D. Rooney, M. Van Neikerk, A. Montenegro and L. R. Weatherley.  
              Immobilization of lipase onto lipophilic polymer particles and application to  
   oil hydrolysis. Process Biochemistry 32 (1997) : 479-486.  

42. Sangpill Hwang, Kang-Taek Lee, Jim-Won Park, Byoung-Ryul Min, Seungjoo Haam,  
  IK-Sung Ahn and Joon-Ki Jung. Stability analysis of Bacillus  
             stearothermophilus L1 lipase immobilized on surface-modified silica gels  



 97 

 
               Biochemical Engineering Journal 17 (2004) : 85-90.  
43. F. He, R.X. Zhuo, L.J. Liu, D.B. Jin, J. Feng and X.L. Wang. Immobilized lipase on                      

porous silica beads: preparation and application for enzymatic ring-opening  
 polymerization of cyclic phosphate. Reactive & Functional Polymers 47                      
(2001) : 153-158.  

44. Alexander E. Ivanov and Manfred P. Schneider. Methods for the immobilization of                            
lipases and their use for ester synthesis. Journal of Molecular Catalysis B :  
Enzymatic 3 (1997) : 303-309.  

45. Manfred T. Reetz, Albin Zonta, Venugopal Vijayakrishnan and Klaus Schimossek.  
Entrapment of lipases in hydrophobic magnetite-containing sol-gel materials :                            
magnetic separation of heterogeneous biocatalysts. Journal of Molecular  
Catalysis A: Chemical 134 (1998) : 251-258.  

46. An-Fei Hsu, Thomas A. Foglia and Siyan Shen. Immobilization of Pseudomonas cepacia  
lipase in a phyllosilicate sol-gel matrix : effectiveness as a biocatalyst.  
Biotechnology Applied and Biochemistry 31(2000) : 179-183.  

47. Jyh-Ping Chen. Production of Ethyl Butyrate Using Gel-Entrapped Candida cylindracea  
              Lipase. Journal of Fermentation and Bioengineering 82 (1996) : 404-407.  

48. Jyh-Ping Chen and Wei-Shin Lin. Sol-gel powders and supported sol-gel polymers for  
              immobilization of  lipase in ester synthesis. Enzyme and Microbial  
              Technology 32 (2003) : 901-811.  

49. Jyh-Ping Chen and You-Nam Hwang. Polyvinyl formal resin plates impregnated with  
  lipase-entrapped sol-gel polymer for flavor ester synthesis. Enzyme and  
              Microbial Technology 33 (2003) : 513-519.  

50. Shao-Hua Chiou and Wen-Teng Wu. Immobilization of Candida rugosa lipase on chitosan 
with activation of the hydroxyl groups. Biomaterials 25 (2004) :  
197-204.  

51. Seema S. Betigeri and Steven H. Neau. Immobilization of lipase using hydrophilic  
    polymers in the form of  hydrogel beads. Biomaterials 23 (2002) : 3627- 
              3636.  



 98 

52. Jolanta Bryjak, Katarzyna Bachmann, Barbara Pawlow, Irena Maliszewska, Andrzej  
             Trochimczuk and Bozena N. Kolarz. Immobilization of Lipase on various  
             acrylic copolymers. Chemical Engineering Journal 65 (1997) : 249-256.  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก 



ภาคผนวก 
ภาคผนวก ก.  กราฟมาตรฐานของสารละลายไทโรซีน 
 

Tyrosine (μg/l) Adsorbance 
0 0.000 
20 0.185 
40 0.323 
60 0.521 
80 0.730 
100 1.002 
120 1.146 
140 1.342 

 
ตารางที่ ก.1 แสดงคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดจากสารละลายที่มีความเขมขนของไทโรซีนตางๆ 
 
 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

0 20 40 60 80 100 120 140
Tyrosine (ug/ml)

ad
so

rba
nc

e

 
รูปที่ ก.1 แสดงกราฟมาตรฐานของสารละลายไทโรซีน 
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ภาคผนวก ข.  กราฟมาตรฐานของสารละลายบิวทานอล 
 

% n-butanol area ratio (butanol/heptane) 
0 0.000 
10 0.472 
20 1.197 
30 1.602 
40 2.152 
50 2.783 
60 3.124 
70 3.500 
80 4.086 
90 4.562 
100 5.324 

 
ตารางที่ ข.1 แสดงคาอัตราสวนพื้นที่ของโครมาโตรกราฟระหวาง บิวทานอลกับเฮปเทน  

                         กับความเขมขนของบิวทานอลคาตางๆ 
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     รูปที่ ข.1 แสดงกราฟมาตรฐานของสารละลายบิวทานอล 
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ภาคผนวก ค.  กราฟมาตรฐานของสารละลายโบวีน ซีรัม อัลบูมิน  (BSA) ท่ี 750 nm 
 

BSA (μg/ml) adsorbance 
20 0.061 
40 0.115 
60 0.176 
80 0.223 
100 0.275 
120 0.319 
140 0.329 
160 0.388 
180 0.483 
200 0.500 
250 0.633 
300 0.705 

 
ตารางที่ ค.1 แสดงคาการดูดกลืนแสงที่วดัไดจากสารละลาย BSA ที่มีความเขมขนคาตางๆ 
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     รูปที่ ค.1 แสดงกราฟมาตรฐานของสารละลาย BSA 
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ภาคผนวก ง.  ขอมูลการทดลอง อารเอฟเจล และคารบอนเจล 
 ผลไอโซเทอมการดูดซับ-คายซับ (Adsorption-Desorption Isotherm) ของไนโตรเจนที่ 77 
เคลวินของ RF-NS Carbon, RF-CS Carbon และ RF-NS Gel 
 
ง.1 ผลไอโซเทอมการดูดซบั-คายซับ (Adsorption-Desorption Isotherm) ของไนโตรเจนที่ 77     
เคลวิน ของ RF-NS Carbon 
 

            Adsorption             Adsorption           Desorption 

Vol P/P0 Vol P/P0 Vol P/P0 

4.92 0.000 195.59 0.392 604.2 0.891 

19.57 0.000 203.64 0.455 532.2 0.865 

43.88 0.000 212.15 0.518 456.8 0.849 

77.96 0.000 221.68 0.579 349.6 0.813 

115.85 0.002 233.12 0.636 270.3 0.739 

143.03 0.027 246.98 0.694 228.7 0.627 

151.76 0.058 265.03 0.751 207.4 0.507 

154.78 0.073 290.22 0.801 193.8 0.407 

156.41 0.081 327.4 0.840 184.0 0.325 

158.43 0.091 373.11 0.872 174.6 0.242 

160.33 0.103 430.89 0.892 166.4 0.172 

166.58 0.149 498.54 0.911 159.2 0.114 

173.24 0.204 579.09 0.926 151.1 0.063 

180.44 0.264 629.42 1.005     

187.71 0.328         
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ง.2 ผลไอโซเทอมการดูดซบั-คายซับ (Adsorption-Desorption Isotherm) ของไนโตรเจนที่ 77     
เคลวิน ของ RF-CS Carbon 
 

            Adsorption             Adsorption           Desorption 

Vol P/P0 Vol P/P0 Vol P/P0 

5.25 0.000 184.37 0.399 255.7 0.892 

20.8 0.000 188.57 0.463 246.0 0.77 

46.61 0.000 193.19 0.527 221.7 0.621 

82.58 0.000 198.41 0.588 201.5 0.502 

128.17 0.001 205.16 0.650 186.1 0.404 

154.24 0.031 213.21 0.712 180.4 0.318 

160.32 0.065 223.84 0.772 175.1 0.231 

162.14 0.078 237.17 0.829 170.5 0.159 

163.08 0.085 250.94 0.890 165.7 0.098 

164.22 0.095 258.13 0.963     

165.43 0.106 284.25 1.002     

169.01 0.153         

172.86 0.211         

176.62 0.273         

180.46 0.336         
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ภาคผนวก จ. ขอมูลการทดลอง การตรึงเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส 
 
จ.1 ผลการตรึงเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสบน RF-NS คารบอน และ RF-CS คารบอน 
 

เวลาในการตรึง         ปริมาณโปรตีนที่ตรึงได (μg)       เปอรเซ็นตเอนไซมที่ตรึงได (%) 

(hr) RF-CS  RF-NS  RF-CS  RF-NS  

0 0.00 0.00 0.00 0.00 

1 140.60 7.71 8.28 0.45 

2 88.90 951.78 5.24 56.07 

3 211.60 1000.84 12.47 58.96 

4 234.51 1181.22 13.82 69.59 

5 231.74 1345.40 13.65 79.26 

6 228.77 1347.23 13.48 79.37 

7 320.54 1314.31 18.88 77.43 

8 342.55 1324.00 20.18 78.00 

9 296.93 1223.40 17.49 72.08 

10 220.79 1294.27 13.01 76.25 
 
ตารางที่ จ.1 แสดงปริมาณโปรตีน(แอลคาไลนโปรติเอส)ที่ตรึงติดบน RF-NS คารบอน และ RF-CS คารบอนที่ 
                    เวลาการตรึงตางๆ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 106 

จ.2 ผลการวิธีการตรึงดวยการดูดซับทางกายภาพที่มตีอเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสอิสระ 
 

เวลาในการตรึง Activity  เวลาในการตรึง Activity  

(hr) (unit) (hr) (unit) 

0 50.824 6 47.142 

1 50.135 7 47.135 

2 49.872 8 46.202 

3 49.934 9 45.523 

4 47.253 10 44.821 

5 47.224     
 
ตารางที่ จ.2 แสดงกิจกรรมที่เปลี่ยนไปของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสอิสระ เมื่อทําการทดสอบที่สภาวะเดียว 
                   กับการตรึงที่เวลาตางๆ 
 
 
 
 
จ.3 ผลการทดสอบความสามารถในการจุเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสของ RF-NS คารบอน 
 

ความเขมขนเอนไซม   ปริมาณโปรตีนที่ตรึงได  

(%) (μg protein/ g support) 

10 431.422 

30 673.521 

50 702.896 
 
ตารางที่ จ.3 แสดงปริมาณโปรตีนที่ตรึงไดบน RF-NS คารบอนที่คาความเขมขนเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส 
                   คาตางๆ 
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จ.4 ผลการทดสอบอัตราการเรงปฏิกิริยาเริ่มตนของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสอิสระ 
  

เวลาในการเรงปฏิกิริยา ปริมาณ Tyrosin ที่ผลิตได 

(min) (μg) 

0 66.235 

1 115.369 

2 170.705 

3 280.001 

4 345.996 
5 382.141 

 
ตารางที่ จ.4 แสดงปริมาณไทโรซีนที่ผลิตไดที่เวลาตางๆ จากการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมแอลคาไลน 
                   โปรติเอสอิสระ 
 
 
 
จ.5 ผลการทดสอบการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสอิสระ 
 

time               Tyrosine (μg/ml)   

  run1 run2 run3 run4 run5 

0 60.524 227.177 274.245 300.523 333.558 

5 379.487 420.565 388.426 400.556 397.314 

20 385.598 433.514 400.002 410.211 422.226 
 
ตารางที่ จ.5 แสดงปริมาณไทโรซีนที่ผลิตไดที่เวลาตางๆ และรอบปฏิกิริยาตางๆจากการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม 
                   แอลคาไลนโปรติเอสอิสระ 
 
 
 
 
 
 
 
 



 108 

 
 
จ.6 ผลการทดสอบการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสที่ตรึงบน RF-CS คารบอน 
 

time  Tyrosine (μg/ml)  

 run1 run2 run3 run4 run5 

0 80.761 50.884 49.598 45.213 36.176 

5 118.965 63.863 57.884 50.259 40.021 

20 133.353 73.537 60.259 58.612 43.638 
 
ตารางที่ จ.6 แสดงปริมาณไทโรซีนที่ผลิตไดที่เวลาตางๆ และรอบปฏิกิริยาตางๆจากการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม 
                    แอลคาไลนโปรติเอสที่ตรึงบน RF-CS คารบอน 

 
 
 
 

จ.7 ผลการทดสอบการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสที่ตรึงบน RF-NS คารบอน 
 

time               Tyrosine (μg/ml)   

  run1 run2 run3 run4 run5 

0 57.741 54.924 48.251 43.277 37.564 

5 75.190 69.741 57.741 50.264 44.230 

20 107.149 78.557 63.312 57.283 50.645 
 

ตารางที่ จ.7 แสดงปริมาณไทโรซีนที่ผลิตไดที่เวลาตางๆ และรอบปฏิกิริยาตางๆจากการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม 
                   แอลคาไลนโปรติเอสที่ตรึงบน RF-NS คารบอน 
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จ.8 ผลการทดสอบการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสที่ตรึงดวย RF-NS เจล 
 

time               Tyrosine (μg/ml)   

  run1 run2 run3 run4 run5 

0 45.236 45.269 44.647 44.523 40.987 

5 53.189 52.114 50.838 50.123 45.114 

20 58.663 56.483 56.921 54.244 49.556 
 
ตารางที่ จ.8 แสดงปริมาณไทโรซีนที่ผลิตไดที่เวลาตางๆ และรอบปฏิกิริยาตางๆจากการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม 
                   แอลคาไลนโปรติเอสที่ตรึงดวย RF-NS เจล 
 
 
 
 
 

จ.9 ผลการคํานวณคา retention activity จากการเรงปฏิกริิยาของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสอิสระ 
      และเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสตรึงรูป 

 

    Enzyme   run1(%) run2(%) run3(%) run4(%) run5(%) 

Physical adsorbed on RF-CS carbon 100.00 33.97 21.69 13.21 10.06 

Physical adsorbed on RF-NS carbon 100.00 84.92 54.39 40.04 38.20 

Gel entraped with RF-NS gel 100.00 86.07 77.84 70.41 51.89 

Natural enzyme   100.00 60.63 35.80 31.35 19.99 
 

ตารางที่ จ.9 แสดงคา retention activity จากการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสอิสระ และ 
                   แอลคาไลนโปรติเอสตรึงรูป  
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จ.10 ผลการทดสอบเสถียรภาพในการเก็บรักษาที่อุณหภมูิตางๆของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอส 
        อิสระ และแอลคาไลนโปรติเอสตรึงรูป 
 

weeks 
     natural enzyme 

(unit) 
 adsorbed on RF-CS carbon 

(unit) 
 adsorbed on RF-NS carbon 

(unit) 
 entraped with RF-NS gel 

(unit) 

  4๐C Troom 4๐C Troom 4๐C Troom 4๐C Troom 

0 48.742 48.742 23.814 23.814 15.921 15.921 9.635 9.635 

1 46.431 38.891 23.366 21.482 15.800 15.039 9.544 9.214 

2 42.236 30.265 23.019 19.316 15.542 13.878 9.510 8.446 

3 36.994 26.145 22.238 17.632 15.305 12.783 8.973 7.268 

4 31.234 18.546 21.259 15.536 15.017 12.189 8.984 7.342 
 
ตารางที่ จ.10 แสดงคากิจกรรม (unit activity) ของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสอิสระ และแอลคาไลนโปรติเอส  
                     ตรึงรูป ภายหลังการเก็บรักษาที่อุณหภูมิตางๆ 

 

weeks 
     natural enzyme 

(%) 
 adsorbed on RF-CS carbon 

(%) 
 adsorbed on RF-NS carbon 

(%) 
 entraped with RF-NS gel 

(%) 

  4๐C Troom 4๐C Troom 4๐C Troom 4๐C Troom 

0 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 

1 95.26 79.79 98.12 90.21 99.24 94.46 99.06 95.63 

2 86.65 62.09 96.66 81.11 97.62 87.17 98.70 87.66 

3 75.90 53.64 93.38 74.04 96.13 80.29 93.13 75.43 

4 64.08 38.05 89.27 65.24 94.32 76.56 93.24 76.20 
 
ตารางที่ จ.11 แสดงผลการคํานวณ retention activity ของเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสอิสระ และแอลคาไลน 
                      โปรติเอสตรึงรูป ภายหลังการเก็บรักษาที่อุณหภูมิตางๆ 
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ภาคผนวก ฉ. ขอมูลการทดลอง การตรึงเอนไซมไลเปส 
 
ฉ.1 ผลการตรึงเอนไซมไลเปสบน RF-NS คารบอน และ RF-CS คารบอน 
 

เวลาในการตรึง         ปริมาณโปรตีนที่ตรึงได (mg)       เปอรเซ็นตเอนไซมที่ตรึงได (%) 

(hr) RF-CS  RF-NS  RF-CS  RF-NS  

2 4.321 8.327 18.51 35.67 

5 7.111 13.122 30.46 56.21 

10 8.236 11.764 35.28 50.62 
 
ตารางที่ ฉ.1 แสดงปริมาณโปรตีน(ไลเปส)ที่ตรึงติดบน RF-NS คารบอน และ RF-CS คารบอนที่เวลาการตรึง 
                    ตางๆ 

 
 
ฉ.2 ผลการวิธีการตรึงดวยการดูดซับทางกายภาพที่มตีอเอนไซมไลเปสอิสระ 
 

เวลาในการตรึง Activity  

(hr) (unit) 

0 210.805 

2 208.230 

5 200.787 

10 191.212 
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ฉ.3 ผลการทดสอบความสามารถในการจุเอนไซมไลเปสของ RF-NS คารบอน 
 

ปริมาณเอนไซม   ปริมาณโปรตีนที่ตรึงได  

(g) (mg protein) 

0.5 13.122 

1.0 29.527 

1.5 45.607 

2.0 49.818 
 
ตารางที่ ฉ.3 แสดงปริมาณโปรตีนที่ตรึงไดบน RF-NS คารบอนที่ปริมาณเอนไซมไลเปสคาตางๆ 
 
 

ฉ.4 ผลการทดสอบอัตราการเรงปฏิกิริยาเริ่มตนของเอนไซมไลเปสอิสระ 
 

เวลาในการเรงปฏิกิริยา ปริมาณ n-butanol ที่ใชไป 

(min) (mmol/ml) 

0 23.298 

5 136.425 

10 150.103 

15 164.147 

20 161.236 

25 168.339 

30 173.445 

60 170.327 

120 167.023 

180 179.130 
 
ตารางที่ ฉ.4 แสดงปริมาณบิวทานอลที่ใชไปที่เวลาตางๆ จากการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมไลเปสอิสระ 
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ฉ.5 ผลการทดสอบการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมไลเปสอิสระ 
 

time       butanol consumed (mmol/ml)   

 (min) run1 run2 run3 run4 run5 

0 23.298 27.235 29.315 23.178 26.532 

5 136.425 94.456 82.536 60.178 60.124 

10 150.103 105.771 88.634 70.542 66.877 

15 164.147 105.163 87.452 73.456 69.323 

20 161.236 110.023 94.238 78.124 72.145 
 
ตารางที่ ฉ.5 แสดงปริมาณบิวทานอลที่ถูกใชไปที่เวลาตางๆ และรอบปฏิกิริยาตางๆจากการเรงปฏิกิริยาของ 
                    เอนไซมไลเปสอิสระ 
 
 
 
ฉ.6 ผลการทดสอบการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมไลเปสที่ตรึงบน RF-CS คารบอน 
 

time       butanol consumed (mmol/ml)   

(min)  run1 run2 run3 run4 run5 

0 20.145 24.635 25.771 25.349 22.168 

5 109.691 60.561 53.548 52.625 45.235 

10 124.714 68.145 59.456 60.143 58.789 

15 126.356 80.111 66.142 65.377 62.134 

20 140.254 83.457 75.802 76.142 70.045 
 
ตารางที่ ฉ.6 แสดงปริมาณบิวทานอลที่ถูกใชไปที่เวลาตางๆ และรอบปฏิกิริยาตางๆจากการเรงปฏิกิริยาของ 
                    เอนไซมไลเปสที่ตรึงบน RF-CS คารบอน 
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ฉ.7 ผลการทดสอบการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมไลเปสที่ตรึงบน RF-NS คารบอน 
 

time       butanol consumed (mmol/ml)   

(min)  run1 run2 run3 run4 run5 

0 23.645 20.144 21.788 24.175 19.117 

5 149.205 137.929 141.934 114.632 97.259 

10 157.456 140.006 146.657 120.235 96.532 

15 162.147 145.970 150.032 127.789 102.456 

20 170.403 143.021 148.780 130.013 111.156 
 
ตารางที่ ฉ.7 แสดงปริมาณบิวทานอลที่ถูกใชไปที่เวลาตางๆ และรอบปฏิกิริยาตางๆจากการเรงปฏิกิริยาของ 
                   เอนไซมไลเปสที่ตรึงบน RF-NS คารบอน 
 
 
 
ฉ.8 ผลการทดสอบการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมไลเปสที่ตรึงดวย RF-NS เจล 
 

time       butanol consumed (mmol/ml)   

(min)  run1 run2 run3 run4 run5 

0 20.145 27.235 29.315 23.178 26.532 

5 104.561 103.218 102.510 82.278 76.878 

10 127.477 106.405 101.659 86.479 80.124 

15 135.052 110.234 108.878 87.493 81.068 

20 144.423 111.478 106.456 90.364 84.697 
 
ตารางที่ ฉ.8 แสดงปริมาณบิวทานอลที่ถูกใชไปที่เวลาตางๆ และรอบปฏิกิริยาตางๆจากการเรงปฏิกิริยาของ 
                    เอนไซมไลเปสที่ตรึงดวย RF-NS เจล 
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ฉ.9 ผลการคํานวณคา retention activity จากการเรงปฏิกริิยาของเอนไซมไลเปสอิสระและเอนไซม 
       ไลเปสตรึงรูป 

 

    Enzyme   run1(%) run2(%) run3(%) run4(%) run5(%) 

Physical adsorbed on RF-CS carbon 100.00 40.12 31.02 30.46 25.76 

Physical adsorbed on RF-NS carbon 100.00 93.81 95.69 72.04 62.23 

Gel entraped with RF-NS gel 100.00 90.01 87.56 70.01 59.64 

Natural enzyme   100.00 59.42 47.05 32.71 29.69 
 

ตารางที่ ฉ.9 แสดงคา retention activity จากการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมไลเปสอิสระ และไลเปสตรึงรูป  

 
 
 
ฉ.10 ผลการทดสอบเสถียรภาพในการเก็บรักษาที่อุณหภมูิตางๆของเอนไซมไลเปสอิสระ และ 
        ไลเปสตรึงรูป 
 

weeks 
     natural enzyme 

(unit) 
 adsorbed on RF-CS carbon 

(unit) 
 adsorbed on RF-NS carbon 

(unit) 
 entraped with RF-NS gel 

(unit) 

  4๐C Troom 4๐C Troom 4๐C Troom 4๐C Troom 

0 210.805 210.805 283.786 283.786 278.666 278.666 507.897 507.897 

1 205.978 165.060 269.682 266.276 274.263 265.895 494.976 484.788 

2 189.561 87.036 250.939 227.666 260.934 247.335 478.889 436.018 

3 153.620 35.598 226.156 181.359 251.671 222.997 452.119 351.082 

4 108.564 11.751 193.183 122.853 234.104 192.973 429.694 273.879 
 
ตารางที่ ฉ.10 แสดงคากิจกรรม (unit activity) ของเอนไซมไลเปสอิสระ และไลเปสตรึงรูป ภายหลังการเก็บรักษา 
                     ที่อุณหภูมิตางๆ 
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weeks 
     natural enzyme 

(%) 
 adsorbed on RF-CS carbon 

(%) 
 adsorbed on RF-NS carbon 

(%) 
 entraped with RF-NS gel 

(%) 

  4๐C Troom 4๐C Troom 4๐C Troom 4๐C Troom 

0 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 

1 97.71 78.30 95.03 93.83 98.42 95.42 97.46 95.45 

2 92.03 52.73 93.05 85.50 95.14 93.02 96.75 89.94 

3 81.04 40.90 90.12 79.66 96.45 90.16 94.41 80.52 

4 70.67 33.01 85.42 67.74 93.02 86.54 95.04 78.01 
 
ตารางที่ ฉ.11 แสดงผลการคํานวณ retention activity ของเอนไซมไลเปสอิสระ และไลเปสตรึงรูป ภาย 
                     หลังการเก็บรักษาที่อุณหภูมิตางๆ 
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